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Développement d’un modèle cellulaire de déclenchement de la réaction allergique. 
Applications à l’étude des allergènes du lait et de l’arachide et évaluation de l’effet de 
traitements thermiques sur l’allergénicité de Ara h 1. 
 
Les allergies alimentaires à l’arachide et au lait posent un problème majeur de santé publique, en 
particulier chez les enfants. Nous avons développé un modèle cellulaire de dégranulation, afin 
d’analyser si la liaison d’un allergène à ses IgE spécifiques, mesurée in vitro, a bien la capacité de 
déclencher la phase effectrice de la réaction allergique. Ce modèle repose sur l’utilisation de la lignée 
cellulaire RBL SX-38 développée par JP Kinet, mastocytes de rat immortalisés et modifiés pour 
exprimer le récepteur de haute affinité aux IgE humaines.  
Le développement de ce modèle pour son utilisation en microplaques de 96 puits a consisté 
notamment en l’optimisation de différents paramètres critiques pour la réalisation des 2 phases du 
test : la phase de sensibilisation des cellules par les IgE de patients allergiques et la phase de 
déclenchement par les allergènes auxquels le patient est sensibilisé. Ce modèle a permis de montrer 
l’importance des caséines et des albumines 2S (Ara h 2 et Ara h 6) dans cette étape clé de la réaction 
allergique au lait et à l’arachide, confirmant les observations sérologiques et cliniques disponibles. 
L’effet de traitements thermiques sur l’allergénicité d’un allergène majeur de l’arachide (Ara h 1), 
a été évalué dans le cadre du programme européen EuroPrevall. Les résultats obtenus montrent la 
diminution de la réactivité d’Ara h 1 après chauffage de la protéine isolée en solution. Par contre, la 
même protéine préparée et purifiée à partir d’arachide grillée présente une forte réactivité. Ces 
résultats suggèrent qu’un traitement à température élevée de la graine entraine une augmentation de 
l’allergénicité de Ara h 1 du fait de ses interactions avec les autres constituants de la graine.  
Le modèle cellulaire de dégranulation développé apparaît être un outil pertinent pour l’étude de la 
fonctionnalité biologique de l’interaction allergène-IgE, permettant une meilleure compréhension de la 
relation entre la structure d’une protéine alimentaire et son allergénicité, voire une évaluation du risque 
allergique des aliments ne nécessitant pas d’essais cliniques systématiques. 
 
Mots-clés : IgE, mastocytes, dégranulation, arachide, lait, allergènes, caséines, albumine 2S, Ara h 1 
 
Development of a cell-based assay of the elicitation of the allergic reaction. 
Assessment of the allergenicity of milk and peanut proteins and of the 
effects of heat treatments on the allergenitcity of Ara h 1. 
 
 IgE-mediated food allergies to peanut and milk represent a major health issue particularly in 
children. Cross linking of specific IgE bound on basophils and mast cells by the allergen is a critical 
step for the elicitation of an allergic reaction. A cell-based assay has been developed to analyse the 
capacity of an allergen to induce the mediator release by those cells when interacting with IgE bound 
on their membrane. The assay uses cell line RBL SX-38 developed by JP Kinet derived from rat mast 
cells engineered to express the human high affinity receptor for IgE. The development of the assay in a 
96-well format has required the optimization of various parameters involved in both the cell 
sensitization step using IgE from peanut allergic patients and the cell activation step by the 
corresponding allergen. This test has confirmed the degranulation potential of all milk and peanut 
proteins, and in particular of milk casein and peanut 2S albumins, Ara h 2 and Ara h 6, corroborating 
the available clinical observations.  
In the frame of the European program EuroPrevall, we have evaluated the impact of thermal 
treatments on allergenicity of Ara h 1. Our results have shown that allergenicity of Ara h 1 is 
decreased when the purified protein is heated in solution, but is increased during roasting of peanut 
because of interactions between Ara h 1 and food matrix constituents. 
This cell-based test thus demonstrated to be a relevant tool to study the biological 
consequences of the interactions between allergens and IgE. It makes possible to better understand the 
relationship between the structure of a food protein and its allergenicty and, hopefully, to assess the 
allergenicity of new foods without requiring provocation tests on patients. 
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A : Absorbance 
AChE : AcétylCholinEstérase 
AIF : Adjuvant Incomplet de Freund 
α-lac : alpha-lactalbumine 
Ara h 1 - N : Ara h 1 Native, issue d’arachide crue 
Ara h 1 - C : Ara h 1 Chauffée en solution 
Ara h 1 - CG : Ara h 1 Chauffée en solution en présence de Glucose 
Ara h 1 grillée : Ara h 1 issue d’arachide grillée 
βLG : β-lactoglobuline 
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité 
CPA : Cellule Présentatrice d’Antigènes 
DBPCFC : Double Blind, Placebo-Controlled Food Challenge 
EAST : Enzyme Allergo-Sorbent Test 
EC50 : Concentration activatrice 50% 
EIA : Enzyme ImmunoAssay 
ELISA : Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay 
EPBA : Extrait Protéique Brut d’Arachide 
FcεRI : récepteur de haute affinité pour les IgE 
FcεRII : récepteur de faible affinité pour les IgE (CD23) 
FcγR : récepteur pour les IgG 
G4 : forme tétramérique de l’AChE 
GM-CSF : Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor 
IC50 : Concentration Inhibitrice 50% 
IFN : Interféron 
Ig : Immunoglobuline 
i.g. : intra-gastrique 
i.n. : intra-nasal 
i.p. : intra-péritonéal 
i.t. : intra-trachéal 
IL : Interleukine 
LBA : Lavage Broncho-Alvéolaire 
LT : Leucotriène 
MaxD : Maximum de Dégranulation 
MM : Masse Molaire 
NK (cellules) : Natural Killers, tueuses naturelles 
nsLTP : Protéine de Transfert des Lipides non spécifique 
PBS : Phosphate Buffer Saline  
PGD : Prostaglandine 
RBL : Rat Basophilic Leukaemia 
SAB : Sérum Albumine Bovine 
SDS : Sodium Dodécyl Sulfate 
SDS-PAGE : Electrophorèse sur Gel de PolyAcrylamide en présence de SDS 
SPT : Skin Prick Test 
SVF : Sérum de Veau Fœtal 
Th : Cellule T auxiliaire (T helper) 
TNF : Tumor Necrosis Factor 
TPO : Test de Provocation Orale 




UE : Unité Ellman 
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 INTRODUCTION GENERALE 
Cette thèse a été réalisée dans l’Unité INRA d’Immuno-Allergie Alimentaire (UIAA), 
implantée au sein du Service de Pharmacologie et d’Immunoanalyse / Laboratoire d’Etude et 
de Recherche en Immunoanalyse (CEA de Saclay). Les travaux réalisés entrent en partie dans 
le cadre du programme Européen EuroPrevall. Elle a ainsi pu être financée par ce programme 
et par le département Alimentation Humaine dont l’UIAA dépend.  
Elle porte sur le développement d’un modèle cellulaire de déclenchement de la 
réaction allergique. Ce modèle cellulaire a été appliqué à l’étude du potentiel allergénique des 
protéines du lait de vache et de l’arachide, et à l’étude de l’effet des traitements thermiques 
sur l’allergénicité d’une protéine de l’arachide, Ara h 1. Après avoir défini l’allergie 
alimentaire, sa prévalence et ses symptômes, nous décrirons les acteurs et les mécanismes de 
l’allergie alimentaire afin de justifier l’intérêt d’un tel modèle cellulaire. Nous verrons 
également l’importance des allergies à l’arachide et au lait de vache, tant du point de vue de 
leur prévalence que de la gravité des symptômes qu’elles engendrent. Dans un second temps, 
nous décrirons les outils d’évaluation de l’allergénicité des aliments et nous ferons une revue 
de la littérature de l’effet des traitements (digestion, traitement thermique, procédés 
industriels, …) sur l’allergénicité des aliments/protéines allergéniques. Ces données 
bibliographiques nous ont permis de définir les objectifs de ce travail de thèse, qui seront 
exposés à la fin de ce chapitre. 
 
 
I. L’ALLERGIE ALIMENTAIRE 
En elles-mêmes les protéines alimentaires, sources de matières premières et d’énergie 
indispensables à l’organisme, ne constituent pas un danger pour l’organisme. Cependant, le 
système immunitaire de certaines personnes génétiquement prédisposées développe une 
réaction spécifique et inappropriée contre ces intrus devenant alors des allergènes. La réponse 
ainsi initiée engendre une cascade de réactions inflammatoires à l’origine de la 
symptomatologie. 




I.1. L’ALLERGIE ALIMENTAIRE : DEFINITIONS, PREVALENCE ET 
SYMPTOMES 
I.1.1. Définitions et classifications 
Les réactions adverses dues aux aliments sont un phénomène connu depuis plusieurs 
siècles. Hippocrate a reconnu, dès le Vème siècle avant Jésus-Christ, que le lait de vache 
pouvait causer des troubles digestifs et de l’urticaire. Au IIème siècle après Jésus-Christ, Galen 
décrit un enfant qui développe des symptômes typiques d’une réaction allergique suite à 
l’ingestion de lait de chèvre. Cependant, il faudra attendre le XXème siècle pour définir les 
bases de l’allergie. En 1902, Portier et Richet décrivent le phénomène d’anaphylaxie. En 
1906, von Pirquet introduit la notion d’« allergie », qui désigne une altération de la réactivité 
immunitaire de l’hôte face à une substance étrangère qui provoque divers effets nocifs lorsque 
l’hôte se trouve à nouveau en contact avec cette substance. Le terme « allergie » vient du grec 
allos (autre) et ergon (action). En 1921, Prausnitz et Küstner ont mis en évidence la présence 
d’un facteur présent dans le sérum d’un patient allergique, baptisé « réagine », capable 
d’entraîner une réaction cutanée immédiate. Ce n’est qu’à la fin des années soixante 
qu’Ishizaka et coll. aux Etats-Unis [1] et Johansson et Bennich en Suède [2] démontrent que 
les réagines appartiennent à une cinquième classe d’immunoglobuline : les immunoglobulines 
de type E (IgE) [3]. 
 
Initialement, les réactions d’hypersensibilité ont été réparties en quatre catégories par 
Gell et Coombs (1963) en fonction de la vitesse de survenue de la réaction et du mécanisme 
immunologique principal à l’origine des lésions tissulaires et de la maladie (tableau 1). On 
distingue les réactions d’hypersensibilité de différents types : 
- type I : immédiate, médiée par les IgE. Les réponses de type I sont induites par les IgE, 
via l’activation des mastocytes et des basophiles. C’est la réaction la plus souvent impliquée 
dans le cas de l’allergie alimentaire. Son mécanisme sera décrit en détail par la suite. 
- type II : cytotoxique et cytolytique. Les réponses de types II sont induites par la liaison 
d’IgG à des antigènes de la surface cellulaire ou de la matrice extra-cellulaire. Ces anticorps 
sont alors capables d’entraîner la destruction de la cellule cible portant ces antigènes de 
surface par activation du complément ou de cellules NK. 




- type III : semi-tardive, à complexes immuns. Les réponses de type III sont causées par 
le dépôt tissulaire ou vasculaire de complexes immuns antigène-anticorps capables d’activer 
le complément et de recruter les cellules sanguines polynucléaires et les macrophages, 
contribuant à des lésions tissulaires locales. 
- type IV : retardée, à médiation cellulaire. Les réactions d’hypersensibilité de type IV 
impliquent les cellules T et peuvent être réparties en trois groupes. Dans le premier groupe, 
les lésions tissulaires sont liées à l’activation des macrophages par les cellules T auxiliaire de 
type 1 (T helper 1 ou Th1, voir paragraphe I.2.1.2.b), et à la réaction inflammatoire qui 
s’ensuit. Dans le second groupe, elles sont liées à une réaction inflammatoire initiée par les 
cellules T auxiliaire de type 2 (Th2) et dans laquelle les éosinophiles jouent un rôle 
prédominant. Dans le troisième groupe, les lésions sont causées directement par les cellules T 
cytotoxiques (CTL). 
Tableau 1 : Classification de Gell et Coombs 
 
(extrait de Janeway et coll. [4]). 
 
Cette nomenclature classique a été redéfinie au vu des nouvelles connaissances 
immunologiques. Au cours de l’année 2001, l’Académie Européenne d’Allergologie et 
d’Immunologie Clinique (EAACI) a publié une nomenclature révisée des termes utilisés en 




allergologie qui distingue au sein des réactions adverses aux aliments, « les réactions toxiques 
et les réactions non toxiques » (figure 1) [5;6]. Les réactions toxiques sont liées à des 
contaminants, par exemple une toxine bactérienne (intoxication et intoxination alimentaires). 
Les réactions non toxiques peuvent quant à elles être immunologiques ou non 
immunologiques. L’allergie alimentaire, ou hypersensibilité aux aliments, se réfère aux 
réactions impliquant des mécanismes immunologiques. 
 
Figure 1 : Algorithme détaillé des mécanismes des manifestations cliniques 
d’hypersensibilité 
(d’après Johansson et coll., 2001 [5]). 
 
L’EAACI a également redéfinit les termes d’hypersensibilité, d’allergie, d’allergène et 
d’atopie : 
- L’hypersensibilité correspond à l’apparition de symptômes ou de signes objectivement 
reproductibles, provoqués par l’exposition à un stimulus précis et à une dose tolérée par des 
sujets normaux. 
- L’allergie est une réaction d’hypersensibilité initiée par un mécanisme immunologique. 
Le médiateur peut être immunoglobulinique (IgE ou IgG) ou cellulaire (lymphocytes). Les 
allergies dépendantes des IgE sont les plus classiques et concernent certains asthmes et 
rhinites, la plupart des allergies alimentaires, les allergies aux venins d’hyménoptères et 
certaines allergies médicamenteuses. 




- Les allergènes sont les antigènes entraînant les allergies. Pour les réactions IgE-
dépendantes, ce sont préférentiellement des glycoprotéines, voire des glucides seuls, plus 
rarement des molécules de faible poids moléculaire (isocyanates ou anhydrides). Pour les 
réactions cellulaires, il s’agit de médicaments ou de molécules de faible poids moléculaire 
comme le chrome, le nickel ou le formaldéhyde. 
- L’atopie est la tendance individuelle ou familiale à produire des IgE en réponse à des 
antigènes inoffensifs et à développer un symptôme typique tel que l’asthme, la rhino-
conjonctivite ou l’eczéma. 
 
Durant mes travaux de thèse, nous nous sommes essentiellement intéressés aux 
allergies alimentaires induites par des hypersensibilités allergiques médiées par les IgE. 
I.1.2. Prévalence de l’allergie alimentaire 
Environ 12% de la population se considèrent allergiques à au moins un aliment [7]. 
Cependant, la prévalence réelle de l’allergie alimentaire, définie par des critères objectifs 
(données cliniques et tests) s’avère plus faible que celle perçue par la population. Une étude 
réalisée en Allemagne a montré que l’allergie alimentaire est confirmée par test de 
provocation orale (TPO) chez seulement 1 enfant sur 10 qui avaient déclaré avoir une allergie 
alimentaire [8]. La prévalence réelle de l’allergie alimentaire varie avec l’âge. Elle passerait 
de 6 à 8% chez les enfants de moins de 3 ans [9;10] à 3,2% chez les adultes [7;11]. Les 
données du Cercle d’Investigations Cliniques et Biologiques en Allergologie Alimentaire 
(CICBAA) montrent également « l’évolution naturelle de l’allergie alimentaire » en fonction 
de l’âge (figure 2). Il faut tout de même préciser que cette évolution naturelle de l’allergie 
alimentaire est pondérée par l’aliment en cause. Ainsi, si les allergies au lait de vache [12;13], 
à l’œuf [14] ou au soja [15;16] ont tendance à disparaître au cours de la croissance des 
enfants, à l’inverse, les allergies à l’arachide [17;18], aux noix [19], au sésame [20] et aux 
poissons et crustacés [21] guérissent beaucoup moins fréquemment. 





Figure 2 : Fréquence des allergies alimentaires selon l’âge et le sexe 
(données du CICBAA, mai 2007 [22]). 
 
Loin d’être figée, l’allergie alimentaire est en constante évolution, avec notamment 
une nette augmentation de son incidence dans les pays industrialisés. L’allergie à l’arachide 
reflète bien cette évolution, avec des progressions inquiétantes. Deux études ont été réalisées 
sur l’île de Wight en suivant 2 cohortes d’enfants nés entre 1989-1990 et 1994-1996. En 5 
ans, la prévalence de l’allergie à l’arachide, prouvée par des TPO positifs, avait doublé et la 
sensibilisation à l’arachide (c’est-à-dire la présence d’IgE spécifiques aux protéines 
d’arachide) avait triplé [23]. Une équipe américaine a également réalisé deux études, à 5 ans 
d’intervalle (1997 et 2002), en utilisant les mêmes questionnaires téléphoniques. Ces études 
démontrent que la prévalence de l’allergie à l’arachide aurait doublé chez l’enfant [24;25]. 
I.1.3. Symptômes cliniques 
Les manifestations allergiques consécutives à l’ingestion d’aliments sont très diverses. 
Elles peuvent intéresser tous les organes et diffèrent selon le mécanisme impliqué. Les 
symptômes les plus courants sont rapportés dans le tableau 2. L’origine allergique de certains 
symptômes, par exemple le syndrome de fatigue chronique ou la migraine, reste controversée 
[26]. 
















• Lésions d’eczéma (mal limitées, érythémateuses) sur le visage, 
faces d’extension des muscles, siège, plis de flexion. 
• Prurit. 
peau urticaire aiguë 
• Dermatose éruptive due à un œdème dermique secondaire à 
une vasodilatation et à une augmentation de la perméabilité 
capillaire. 









• Dermatose due à un œdème hypodermique pouvant être fatal 
s’il touche la muqueuse pharyngo-laryngée. 
• Tuméfaction blanc rosé, non prurigineuse mais accompagnée 



























• Obstruction et prurit nasal (inflammation de la muqueuse), toux 










• Constriction bronchique conduisant à une gêne respiratoire, 








 choc anaphylactique 
• Insuffisance circulatoire aiguë, provoquée par une 
vasodilatation primitive périphérique liée à la libération 
massive de médiateurs. 
• Mise en jeu du pronostic vital. 
(d’après le rapport de l’AFSSA [27]). 
 
L’anaphylaxie est une réaction d’hypersensibilité sévère, généralisée ou systémique, 
potentiellement mortelle. Des cas d’anaphylaxies dépendant de l’exercice physique et de 
l’ingestion d’aliments ont également été rapportés, notamment dans le cadre de l’allergie au 
blé [28]. L’incidence des anaphylaxies se produisant suite à l’ingestion d’un aliment varie 
selon les régions. Ainsi, une étude réalisée au Danemark par Sorensen et coll. rapporte une 
incidence annuelle de 0,32 pour 100000 habitants [29]. Une étude réalisée aux Etats-Unis par 
Yocum et coll. rapporte une incidence annuelle beaucoup plus importante qui s’élève à 7,6 
pour 100000 habitants [30]. Sampson estime qu’aux Etats-Unis 30000 épisodes 
d’anaphylaxies suite à l’ingestion d’un aliment ont lieu chaque année, conduisant à 2000 
hospitalisations et à 150 à 200 décès [31]. En France, en 2007, 139 cas de réactions 
allergiques graves liées à l’ingestion d’aliment ont été enregistrés [22]. Il s’agit d’une réaction 




systémique sérieuse dans 63% des cas, un choc anaphylactique dans 25% des cas, un angio-
œdème laryngé dans 14% des cas et un asthme aigu grave dans 4% des cas. Dans 2 cas, 
l’anaphylaxie a conduit au décès du patient (un enfant et un adulte). Les aliments les plus 
fréquemment impliqués dans ces réactions sont les fruits secs à coque (19%), l’arachide 
(12%), les fruits croisant avec le latex (11%), les crustacés (8%), les légumineuses (7%), la 
farine de blé (6%), le lait de vache (6%), les mollusques (6%), le céleri (4%) et l’œuf (4%). 
Le patient souffrant d’allergie alimentaire peut présenter seulement un symptôme isolé 
mais, le plus souvent, il existe une association de symptômes impliquant différents organes. 
Une étude réalisée en France par Kanny et coll. sur 724 sujets (adultes et enfants) enregistre 
en moyenne 1,82 symptômes par sujet [11]. Dans cette étude, la répartition des manifestations 
cliniques était la suivante : urticaire (57%), angio-œdème (26%), symptômes gastro-
intestinaux (22%), eczéma (10%), migraine (10%), rhinite (6,5%), syndrome oral (6,5%), 
asthme (5,7%), choc anaphylactique (2,7%) et conjonctivite (1,4%). L’eczéma diminue avec 
l’âge au profit de l’angio-œdème, de l’urticaire et du choc anaphylactique. Une autre étude 
française portant sur 544 enfants allergiques, âgés de 0 à 15 ans, conforte ces observations, les 
manifestations cliniques observées étant la dermatite atopique (50,5%), l’urticaire généralisé 
et/ou angio-œdème (30,3%), l’asthme (8,6%), le choc anaphylactique (4,9%), l’œdème 
laryngé (4,2%), des symptômes gastro-intestinaux (2%), le syndrome oral (1,4%) et la rhino-
conjonctivite (0,3%). La fréquence de ces symptômes était différente en fonction de l’âge des 
patients. Ainsi, la fréquence de la dermatite atopique diminuait avec l’âge (68% chez les 
jeunes enfants de moins de 3 ans et 16% chez les enfants de 6 à 15 ans), tandis que d’autres 
signes cliniques comme l’œdème laryngé, l’angio-œdème, l’asthme et le choc anaphylactique 
étaient plus fréquents chez les enfants les plus âgés [32].  
I.1.4. Facteurs influençant la survenue d’une réaction allergique 
alimentaire 
I.1.4.1. Facteurs génétiques 
L’hérédité joue un rôle indiscutable dans l’allergie. L’étude de la prévalence de 
l’allergie alimentaire à l’arachide chez des jumeaux montre que 7% des jumeaux 
hétérozygotes et 64% des jumeaux homozygotes partagent cette allergie, soulignant 
l’importance de la génétique dans la genèse de l’allergie. Dans cette étude, la probabilité 




d’hériter de l’allergie à l’arachide est estimée à plus de 80% [33]. Une très grande proportion 
des patients ayant une allergie alimentaire ont un terrain atopique et montrent généralement 
d’autres désordres atopiques, que ce soit des manifestations cliniques d’atopie (dermatite 
atopique, asthme, rhume des foins,…) ou une histoire allergique à au moins un autre aliment. 
Par exemple, dans la population d’étude de Skolnick et coll. constituée de 223 enfants ayant 
une allergie alimentaire à l’arachide, seulement 5% des patients ne rapportent pas de désordre 
atopique [18]. Un phénotype atopique chez un ou deux parents augmente substantiellement 
les chances d’être atopique pour la descendance [34]. Ainsi, une histoire familiale d’atopie est 
constatée pour une forte proportion (64 à 85%) des patients allergiques [32;35;36]. Des 
probabilités ont ainsi été évoquées dans la littérature : lorsqu’un des parents est atteint, le 
risque pour l’enfant de développer une allergie est de 30 à 50%, lorsque ce sont les deux 
parents, le risque est de 50 à 75% [37].   
L’atopie n’est pas une maladie héréditaire monogénique. De nombreuses études ont 
permis d’établir une relation entre l’atopie et des variations génétiques dans la région du 
chromosome 5 codant plusieurs gènes de cytokines produites par les lymphocytes Th2, en 
particulier l’IL-4 (interleukine-4) [38], l’IL-13 [39], l’IL-5 [40] et l’IL-9 [41]. D’autres 
corrélations génétiques ont été établies avec des variations alléliques du gène du récepteur de 
l’IL-4 [38;39;42] et avec des variants des chaînes α et β du récepteur de haute affinité pour les 
IgE [38;43]. Le gène du facteur de transcription et d’activation STAT-6 est également 
impliqué dans la prédisposition aux maladies atopiques [38;44-46]. Le polymorphisme des 
gènes HLA classe II joue également un rôle dans la susceptibilité de l’allergie à l’arachide et 
aux noix [47;48]. Ces études démontrent clairement l’origine multigénique de l’atopie. 
Cependant, tous les enfants génétiquement prédisposés à l’atopie ne développent pas 
d’allergie. Par ailleurs, l’augmentation importante de l’incidence de l’allergie sur les 20 
dernières années ne peut être expliquée uniquement par des facteurs génétiques. En plus d’un 
terrain génétique, des facteurs environnementaux vont ainsi affecter la susceptibilité de 
survenue de réactions allergiques. 
I.1.4.2. Facteurs environnementaux et hypothèse hygiéniste 
L’hypothèse hygiéniste a été développée en 1989 par Strachan qui avait observé que le 
nombre de cas de rhinite allergique est moins élevé dans les familles nombreuses chez 
lesquelles le risque des nouveau-nés à contracter des infections est plus élevé [49]. Cette 
hypothèse repose également sur la constatation que les populations rurales, où les règles et 




statuts d’hygiène sont moins stricts, ont de plus faibles survenues de maladies atopiques 
comparées aux populations urbaines. Filipiak et coll. ont montré que les résidents des villages 
ont une prévalence plus faible de rhinite allergique, de sensibilisation atopique et de 
sensibilisation aux pollens que les résidents des villes [50]. Plus récemment Douwes et coll. 
ont décrit qu’une exposition prolongée dans un environnement rural entraîne une diminution 
de la survenue de maladies atopiques [51]. Cette hypothèse est corroborée par le fait que 
l’utilisation d’antibiotiques augmente le risque d’allergie [52]. Le principe de l’hypothèse 
hygiéniste, qui a été modulé depuis son émission, repose sur le fait que chez le nouveau-né, le 
système immunitaire est biaisé vers une réponse de type Th2, favorisant donc le 
développement d’une réponse allergique. L’exposition du nouveau-né à l’environnement, 
source de bactéries, virus et parasites, ainsi que la colonisation du tractus gastro-intestinal par 
une flore commensale riche et variée, permettent la maturation du système immunitaire et 
l’induction des différentes cellules inductrices, mais aussi et surtout régulatrices, qui assurent 
le développement de réponses immunitaires adaptées et in fine le maintien de l’intégrité de 
l’organisme. Ainsi, l’exposition de l’organisme à des agents infectieux permettrait le 
développement de réponses immunitaires adéquates et limiterait le développement de 
réponses inappropriées et exagérée telles que les maladies auto-immunes ou les allergies.  
D’autres facteurs environnementaux peuvent également favoriser la sensibilisation 
allergique, comme le tabagisme passif [53], la pollution ou le stress. 
I.1.4.3. Autres facteurs 
De nombreux autres facteurs entrent également en jeu dans la survenue de l’allergie 
alimentaire. Selon une autre hypothèse, les allergies alimentaires pourraient résulter d'une trop 
grande perméabilité des muqueuses gastro-intestinale et/ou buccale aux antigènes 
alimentaires. Chez le nouveau-né, l’immaturité du système digestif conduit à l’absorption de 
protéines entières, ce processus permettant l’acquisition d’une immunité passive par 
absorption des immunoglobulines du colostrum de la mère, mais pouvant également conduire 
à un passage important de protéines alimentaires telles que les protéines du lait de vache, 
source alimentaire et allergénique majeure chez le nourrisson. Le système digestif est d’autant 
plus immature si l’enfant est né prématurément. De ce fait, pour le nouveau-né, il est conseillé 
de retarder l’introduction d’une alimentation variée et de différer à quatre mois l’introduction 
d’aliments solides [54]. 




Une fois que le système digestif est mature, des conditions pathologiques peuvent 
conduire à une augmentation temporaire de la perméabilité intestinale et donc au passage 
d’antigènes non ou peu dégradés. C’est le cas par exemple après certaines infections virales 
[55] ou suite à une réaction d’anaphylaxie intestinale. Outre le passage de l’allergène en 
cause, ce dernier type de réaction peut permettre celui d’autres antigènes présents au même 
moment dans la lumière intestinale [56;57]. Cette situation faciliterait la sensibilisation à ces 
antigènes et expliquerait en partie les sensibilisations alimentaires multiples. Certains 
composants bioactifs de l’aliment peuvent également agir directement sur la muqueuse 
intestinale et en augmenter la perméabilité [58]. D’autres facteurs, comme l’alcool, peuvent 
également augmenter la perméabilité intestinale et favoriser l’absorption des allergènes. 
I.2. ACTEURS ET MECANISME DE L’ALLERGIE ALIMENTAIRE DE 
TYPE I 
L’allergie alimentaire se déroule classiquement en deux étapes. La première étape est 
la phase de sensibilisation. Au cours de cette étape, les principaux événements sont la 
production des IgE spécifiques d’un antigène et la liaison de ces IgE à leur récepteur 
notamment sur les mastocytes et les basophiles. Cette étape est muette cliniquement et ce 
n’est qu’après un contact ultérieur avec l’allergène, lors de la phase de déclenchement, que 
surviennent les manifestations cliniques allergiques : l’agrégation des IgE spécifiques liées à 
leur récepteur par l’allergène entraîne la libération, par les cellules effectrices, des médiateurs 
de la réaction allergique. 
Avant d’aborder plus en détail le mécanisme de cette réaction allergique, nous allons 
décrire certains de ses intervenants. 
I.2.1. Les acteurs de l’allergie alimentaire 
I.2.1.1. Les IgE et les récepteurs aux IgE 
I.2.1.1.a. Les IgE 
Les IgE ont été découvertes à la fin des années soixante et identifiées comme 
cinquième isotype d’immunoglobuline [1;2]. L’IgE est la moins abondante des Ig : chez 




l’adulte normal, son taux physiologique moyen est très faible (100 ng/mL, soit environ 40 
UI/mL), ce qui représente 100000 fois moins que la concentration des IgG. Chez les individus 
atopiques, la concentration en IgE sériques augmente et elle est globalement plus importante 
chez les individus allergiques. Cependant, les concentrations en IgE totales sériques sont 
sujettes à d’importantes variations physiologiques intra- et inter-individuelles. Alors que la 
demi-vie sérique des IgE est faible (environ 2,5 jours), les IgE fixées à la surface des 
mastocytes et des basophiles peuvent persister jusqu’à 12 semaines. A la différence des autres 
isotypes d’Ig, les IgE sont thermolabiles : elles sont fonctionnellement détruites par un 
chauffage à 56°C pendant 30 minutes. 
L’IgE est une glycoprotéine composée de deux chaînes légères identiques, comportant 
un domaine constant (CL) et un domaine variable (VL), et de deux chaînes lourdes identiques 
comportant 4 domaines constants de type Cε (Cε1-4) et un domaine variable (VH) (figure 3). 
Elle se distingue donc des IgG humaines par la présence d’un domaine constant 
supplémentaire. De masse relative de 188 kDa, elle comporte 12% de résidus glucidiques. Les 
parties N-terminales des chaînes légères et lourdes sont très variables et forment le site de 
liaison à l’antigène. Les parties C-terminales constantes des chaînes lourdes forment la région 
Fc et contiennent le site de liaison aux récepteurs pour les IgE (FcεR). Deux types de 
récepteurs pour les IgE ont été identifiés : le récepteur de haute affinité (FcεRI) et le récepteur 
de faible affinité (FcεRII ou CD23). 





Figure 3 : Représentation schématique d’une immunoglobuline E 
(Fc : fragment constant ; Fab : fragment de reconnaissance de l’antigène ; Cε1-4 : domaines 
constants de la chaîne lourde ; CL : domaine constant de la chaîne légère ; VH : domaine 
variable de la chaîne lourde ; VL : domaine variable de la chaîne légère) 
(extrait de Blank et coll., 2003 [59]). 
 
I.2.1.1.b. Le récepteur de haute affinité pour les IgE (FcεRI) 
Le FcεRI est abondamment exprimé à la surface des mastocytes et des basophiles 
[60;61]. Malgré une concentration sérique peu élevée des IgE (100 ng/mL), elles occupent en 
permanence une proportion appréciable de ce récepteur du fait de la haute affinité de cette 
liaison (KD = 10-9 à 10-11 M) [62]. 
Le FcεRI est un complexe membranaire tétramérique composé d’une chaîne α, d’une 
chaîne β et d’un dimère de chaînes γ (figure 4). La chaîne α constitue le module de liaison du 
ligand IgE [63;64]. Il s’agit d’une protéine transmembranaire formée d’une partie 
extracellulaire (ECα) constituée de deux domaines de type immunoglobulinique (D1 et D2), 
d’un segment transmembranaire et d’un court segment cytoplasmique. Outre le fait que le site 
de liaison à l’IgE est situé sur la partie ECα [64], cette sous-unité a également un rôle dans le 
processus de signalisation intracellulaire et dans l’expression du récepteur à la surface de la 
cellule [65]. Les chaînes β et γ n’ont pas de rôle dans la liaison de l’IgE, mais elles 
représentent le module de signalisation du récepteur. La chaîne β est une protéine très 
hydrophobe, traversant quatre fois la membrane, dont les extrémités N- et C-terminales sont 
cytoplasmiques. Les chaînes γ sont des protéines transmembranaires dotées d’un court 
domaine extracellulaire et d’une région cytoplasmique relativement longue. Les parties 
cytoplasmiques C-terminales de la chaîne β et des chaînes γ contiennent des motifs ITAM (de 
l’anglais Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) nécessaires à l’activation 
cellulaire. La partie cytoplasmique de la chaîne γ est essentielle à la transduction de ce signal 




[66] tandis que la chaîne β a un rôle amplificateur de la signalisation via le FcεRI. Il a en effet 
été montré in vitro, dans des cellules transfectées par tout ou partie du récepteur, que la 
capacité du tétramère (αβγ2) à transmettre le signal d’activation est 3 à 5 fois plus importante 
que celle du trimère (αγ2) [67;68]. Ces résultats ont été confirmés à l’aide de souris dont le 
gène de la chaîne β a été désactivé [69]. Une autre fonction de la chaîne β a également été 
décrite : l’introduction de la chaîne β dans des cellules exprimant le trimère αγ2 entraîne une 
augmentation significative des niveaux d’expression du FcεRI à la surface des cellules [67]. 
 
 
Figure 4 : Représentation schématique du FcεRI 
(extrait de Blank et al., 2003 [59]). 
 
Alors que chez la souris le FcεRI n’est exprimé qu’à la surface des mastocytes et des 
basophiles, chez l’homme, il est distribué plus largement. De plus, le récepteur humain existe 
également sous la forme d’un trimère αγ2 sans chaîne β [70]. Les mastocytes et les basophiles 
expriment le FcεRI sous ses deux formes tandis que la forme trimérique du FcεRI est 
exprimée par les cellules présentatrices d’antigène (CPA) (monocytes/macrophages [71], 
cellules dendritiques [70], cellules de Langerhans [72;73]) ainsi que par les éosinophiles [74]. 
Le rôle de la chaîne β dans l’expression du FcεRI permet d’expliquer les différences de 
densité d’expression de surface du FcεRI in vivo entre les cellules qui n’ont pas cette chaîne β 
(monocytes et cellules dendritiques) et les cellules qui l’expriment (mastocytes et basophiles). 
L’expression du FcεRI a été également observée sur les plaquettes [75] et sur les neutrophiles 
[76;77], sans qu’il ait été déterminé si le récepteur est exprimé à la surface de ces cellules 
sous sa forme trimérique ou tétramérique. 




I.2.1.1.c. La liaison de l’IgE au FcεRI 
Le site de liaison du FcεRI à l’IgE est situé dans la partie extracellulaire de la chaîne α 
[78]. Des études de mutagénèses dirigées sur l’IgE ont permis de localiser les sites de liaison 
de l’IgE au FcεRI dans le domaine Cε3 et à la jonction Cε2-Cε3 [79;80]. La résolution de la 
structure du complexe FcεRI-IgE a ensuite permis de montrer que cette liaison implique deux 
sites distincts [81] (figure 5). Le premier site est situé dans le domaine de type 
immunoglobuline D2 et interagit avec l’un des deux domaines Cε3 et l’une des jonctions Cε2-
Cε3 de l’IgE. Le deuxième site se trouve au niveau de D2 et la jonction D1-D2, et interagit 
avec l’autre domaine Cε3 de l’IgE. Les deux sites de liaison des IgE sont impliqués 
simultanément dans la liaison au FcεRI, chacun se liant sur un site distinct, ce qui rend 
impossible l’interaction avec un deuxième récepteur FcεRI. Ainsi, malgré la présence de deux 
sites de liaison au FcεRI présents sur les chaînes lourdes des IgE, la liaison IgE-FcεRI est 
monovalente [82]. La forte affinité de la liaison IgE-FcεRI s’explique par la présence de ce 
double site de liaison, conférant à la liaison IgE-FcεRI une faible vitesse de dissociation. Des 
études cristallographiques et de dichroïsme circulaire ont montré qu’il y a un important 
changement de conformation de l’IgE lorsqu’elle se lie au FcεRI [81;83;84] 
 
 
Figure 5 : Structure du complexe entre la partie Fcε3-4 de l’IgE et les domaines 
extracellulaires de la chaîne α du FcεRI 
(d’après Gould et Sutton, 2008 [85]). 
 
I.2.1.1.d. Régulation de l’expression du FcεRI 
Chez l’homme, l’IL-4, cytokine de type Th2, peut induire l’expression de la sous-unité 
α du FcεRI par les mastocytes [86] et les CPA [87]. L’expression du FcεRI à la surface des 




mastocytes, des basophiles [62], des monocytes [71;88], des éosinophiles [88] et des cellules 
dendritiques est plus importante chez des sujets atopiques que chez des sujets normaux. Une 
corrélation entre le taux d’IgE sériques et l’expression du FcεRI à la surface des basophiles et 
des monocytes a par ailleurs été observée [62;88]. En effet, les IgE agissent sur l’expression 
du FcεRI à la surface des mastocytes [89], basophiles [90;91], monocytes et cellules 
dendritiques [87]. Cette régulation positive de l’expression du FcεRI, médiée par les IgE, 
entraîne une augmentation des fonctions effectrices des cellules telles que la dégranulation de 
médiateurs par les mastocytes ou la présentation IgE-dépendante des antigènes par les cellules 
dendritiques. Cette régulation est le résultat de la stabilisation par le ligand des récepteurs à la 
surface de la cellule, qui stoppe la dégradation des récepteurs exprimés à la surface tout en 
maintenant la synthèse basale. Il en résulte une accumulation progressive des récepteurs à la 
surface de la cellule. 
I.2.1.1.e. Le récepteur de faible affinité pour les IgE (FcεRII ou CD23) 
Le CD23 est le second récepteur capable de lier des IgE avec toutefois une affinité 
plus faible que celle du FcεRI. C’est un homotrimère membranaire qui existe sous deux 
formes: CD23a et CD23b. La forme CD23a est constitutivement exprimée par les 
lymphocytes B. L'autre forme, CD23b, est induite par l'IL-4 sur les cellules T, les cellules de 
Langerhans, les monocytes, les macrophages et les éosinophiles [92]. Le CD23 a une forte 
affinité pour le complexe immun IgE-antigène, mais une très faible affinité lorsque l’IgE n’est 
pas liée à son antigène. Il joue un rôle dans la production des IgE en participant à la 
présentation des antigènes et à la stimulation des lymphocytes T. Il joue également un rôle 
dans la génération de médiateurs de l’inflammation, notamment par les éosinophiles. 
I.2.1.2. Les cellules effectrices de l’allergie 
I.2.1.2.a. Les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) 
Les CPA sont les cellules qui prennent en charge les antigènes et qui, après 
dégradation intracellulaire, les présentent à leur surface cellulaire sous forme de peptides 
associés aux molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH II). Les 
CPA peuvent être des cellules dendritiques, des macrophages activés ou des lymphocytes B 
activés. Elles expriment les molécules de co-stimulation nécessaires à l’activation des cellules 
T auxiliaires. Les cellules dendritiques sont les seules capables d’initier une réponse 




immunitaire adaptative aux antigènes qu’elles présentent. Les cellules dendritiques 
appartiennent à trois populations différentes : les cellules de Langerhans (peau et épithéliums 
muqueux), les cellules dendritiques myéloïdes (tissus interstitiels, notamment le derme) et les 
cellules dendritiques plasmacytoïdes (organes lymphoïdes et sang). 
I.2.1.2.b. Les lymphocytes T auxiliaires et T régulateurs 
Les lymphocytes T, également appelés thymocytes ou cellules T, sont une catégorie de 
lymphocytes nécessaires au développement de la réponse immunitaire adaptative, spécifique 
de l’antigène. « T » est l’abréviation de thymus, l’organe dans lequel leur « éducation » 
s’achève. 
Les lymphocytes T auxiliaires (T helper ou Th) portent à leur surface un marqueur 
spécifique, le CD4. En 1986, Mosmann et coll. ont mis en évidence, chez la souris, deux sous-
populations de lymphocytes Th, dits Th1 et Th2 [93]. La différence entre ces sous-
populations repose sur la nature des cytokines sécrétées et le type de réponse générée. Les 
lymphocytes Th1 sont caractérisés par la sécrétion d’IL-2 et d’IFN-γ (interféron-γ) et sont 
impliqués dans la lutte contre les pathogènes intracellulaires, bactéries ou virus notamment. 
Les lymphocytes Th2 sécrètent de l’IL-4, de l’IL-5 et de l’IL-13 et sont impliqués dans la 
lutte contre les agents pathogènes extracellulaires, notamment certains parasites comme les 
Helminthes. La notion de lymphocyte Th1–Th2 a par la suite été étendue à l’homme [94;95] 
et les profils cytokiniques Th1 et Th2 ont depuis été affinés [96-98]. La dichotomie Th1/Th2 
n’est cependant pas aussi clairement établie chez l’homme. Certaines cytokines sont 
communes aux deux types de lymphocytes, comme l’IL-3 et le TNF-α (tumor necrosis factor-
α). Les lymphocytes Th1 sont caractérisés par la sécrétion d’IL-2, IFN-γ et de TNF-β, sans 
IL-4, IL-5, IL-9 et IL-13 alors que les lymphocytes Th2 le sont par la sécrétion d’IL-4, IL-5, 
IL-6, IL-10 et d’IL-13, sans IFN-γ et TNF-β. La dualité fonctionnelle des lymphocytes Th1 et 
Th2 est un concept qui a été largement utilisé pour expliquer la physiopathologie de certaines 
maladies comme les maladies allergiques attribuées à une réponse Th2 exacerbée, mais aussi 
les affections auto-immunes associées à une stimulation anormale de la réponse Th1. 
Les deux sous populations Th1 et Th2 dérivent d’un même précurseur, le lymphocyte 
T naïf (Th0), capable de sécréter toutes les cytokines de type 1 et 2. Lors d’un premier contact 
avec un antigène, de nombreux paramètres vont permettre l’orientation de la réponse 
immunitaire vers un phénotype particulier: nature et dose de l’antigène, site de la stimulation, 
nature des cellules présentatrices, fond génétique, environnement cytokinique, environnement 




bactérien/viral et type de réponse innée initiée. La densité d’antigènes présentés par la cellule 
présentatrice au lymphocyte T est également un facteur qui oriente la polarisation des 
lymphocytes Th0. Une concentration élevée d’antigène à la surface de la cellule présentatrice 
induira plutôt une réponse de type Th1, alors qu’une concentration faible favorisera la réponse 
Th2 [99].  
L’IL-12, via l’activation de STAT-4 (de l’anglais Signal Transducer and Activator of 
Transcription), est la cytokine de différenciation des lymphocytes Th1. L’IL-4, via 
l’activation de STAT-6, est la cytokine de différenciation des lymphocytes Th2. Il existe 
également une régulation réciproque négative entre les cellules Th1 et Th2 (figure 6). L’IFN-γ 
inhibe la prolifération des cellules Th2. A l’inverse, l’IL-4 et l’IL-10 produites par les 
lymphocytes Th2 inhibent la synthèse des cytokines par les cellules Th1. 
 





Figure 6 : Induction et régulation des cellules Th1/Th2/Th17 et T régulatrices 
(d’après eBioscience (www.ebioscience.com)). 
 
Des expériences plus récentes ont mis en évidence des mécanismes nouveaux qui 
perturbent le schéma du paradigme Th1/Th2. Des cellules T se différenciant en présence d’IL-
6 et de TGF-β et sécrétant de l’IL-17, appelées Th17, ont récemment été mises en évidence. 
Elles joueraient un rôle dans de nombreuses pathologies auto-immunes mais également 
allergiques [100]. Par ailleurs, le maintien de l’homéostasie de l’organisme nécessite la fine 
régulation des réponses immunitaires induites. Ce rôle incombe aux cellules dites régulatrices. 
Il s’agit de plusieurs types de cellules exprimant le CD4 : les cellules Th3, Tr1 et Treg. Les 
cellules Th3 sont notamment induites suite à l’administration orale d’antigène et exercent leur 
activité suppressive via la production de TGF-β [101]. Les Tr1 sont induites en présence d’IL-
10 et exercent leur activité suppressive via la production d’IL-10 [102]. Cette activité 
suppressive n’est pas dépendante du CMH et n’est pas spécifique de l’antigène. Un autre type 




de cellule exprimant le récepteur de l’IL-2 (CD25+) à leur membrane et le facteur 
intracellulaire de transcription Foxp3 ont également un effet régulateur [103]. Ces cellules T 
régulatrices dites naturelles, ou Treg, se différencient sous l’effet du TGF-β et de l’IL-2. Elles 
agissent par contact direct avec d’autres cellules via le TGF-β lié à leurs membranes [104]. 
Les cellules Treg naturelles expriment également les molécules CTLA-4 (cytotoxic T 
lymphocyte antigen-4) et GITR (Glucocorticoid Induced TNF Receptor) qui sont impliquées 
dans l’action immunosuppressive des Treg. In fine, les cellules régulatrices inhibent in vitro et 
in vivo la prolifération de tous les types de lymphocytes T CD4+ CD25-. Un défaut en 
cellules régulatrices serait donc à l’origine, du moins en partie, des pathologies liées aux 
cellules Th1 (autoimmunité) et Th2 (allergie). 
I.2.1.2.c. Les lymphocytes B 
Le récepteur d’antigène du lymphocyte B (BCR pour « B cell receptor ») reconnaît 
directement les antigènes natifs, en solution ou à la surface des CPA. Cette reconnaissance est 
le support de la spécificité de la réponse humorale. Un lymphocyte B donné synthétise des 
molécules d’immunoglobulines qui portent toutes le même paratope (site de liaison à 
l’épitope antigénique), mais l’affinité des anticorps produits augmente au cours de la réponse 
immunitaire. 
I.2.1.2.d. Les granulocytes 
I.2.1.2.d.i. Basophiles 
Les basophiles sont des leucocytes (cellules sanguines de la lignée blanche) dont le 
noyau est en général formé de deux lobes. Ce sont les plus rares des granulocytes (0,5%). Se 
différenciant sous l’influence de l’IL-3, leur localisation est principalement sanguine. Leurs 
inclusions cytoplasmiques contiennent de nombreuses molécules chimiques, et en particulier 
histamine, sérotonine et héparine. Ils expriment fortement le FcεRI (30000 FcεRI / cellule) 
[62]. 
I.2.1.2.d.ii. Mastocytes 
Les mastocytes sont des cellules granuleuses de 10 à 15 µm dérivant de cellules 
progénitrices hématopoïétiques multipotentes. Leur différenciation finale se produit dès leur 
arrivée dans les tissus, principalement sous l’influence du facteur de croissance « Stem Cell 
Factor » (SCF), qui agit sur le récepteur de surface c-Kit. Les mastocytes sont localisés dans 




les tissus muqueux et épithéliaux à proximité des petits vaisseaux sanguins et des veinules 
postcapillaires. Une des principales caractéristiques du mastocyte est d’exprimer à sa 
membrane la forme tétramérique du FcεRI : on en dénombre environ 105 par mastocyte. Le 
mastocyte se caractérise par la présence dans son cytoplasme de très nombreuses granules 
contenant différents médiateurs chimiques préformés. Parmi ceux-ci, on retrouve notamment 
l’histamine et des enzymes dont la β-hexosaminidase. Le contenu de ces granules est 
rapidement libéré dans le milieu extracellulaire suite à l’activation des mastocytes via le 
FcεRI. La composition en protéoglycanes et en protéases neutres du contenu granulaire est 
une caractéristique du type de mastocyte [105;106]. Des sous-populations mastocytaires de 
type séreux (CTMC) et de type muqueux (MMC) ont été décrites chez le rat. Les CTMC 
contiennent dans leurs granules un protéoglycane, l’héparine, ainsi que la chymase et la 
tryptase, alors que les MMC sont riches en chondroïtine-sulfate et contiennent de la chymase. 
Chez l’homme, on distingue également les mastocytes du tissu conjonctif, qui contiennent à la 
fois la tryptase et la chymase (MCTC), des mastocytes de type muqueux, qui contiennent 
uniquement la tryptase (MCT). Suite à l’activation, les mastocytes synthétisent et libèrent 
également des médiateurs lipidiques comme les leucotriènes et le facteur activant les 
plaquettes (PAF), des chimiokines, ainsi que d’autres cytokines comme l’IL-4 et l’IL-13 qui 
vont entretenir la réponse Th2. Si le mastocyte joue un rôle prépondérant dans les 
phénomènes d’hypersensibilité, il participe aussi à des mécanismes de défenses immunitaires 
innée et acquise. Présent dans les tissus, le mastocyte peut être activé par différents stimuli 
physiques, chimiques ou immunologiques et libérer des médiateurs augmentant la 
perméabilité vasculaire et favorisant l’afflux d’anticorps et de cellules effecteurs de la réponse 
immunitaire au site de l’agression. 
I.2.1.2.d.iii. Eosinophiles 
Cellule essentiellement tissulaire, l’éosinophile est produit dans la moelle osseuse 
hématopoïétique sous l’influence de diverses cytokines (IL-3, IL-4, IL-5 et GM-CSF 
(Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor)). L’IL-5 et l’éotaxine apparaissent 
spécifiques de la lignée éosinophile dont elles stimulent la migration et la différenciation. En 
plus de la libération des médiateurs de l’inflammation, suite à l’activation par le complexe 
allergène-IgE se fixant sur des récepteurs de faible affinité FcεRII, les éosinophiles sont 
également source de cytokines, pouvant amplifier localement la réponse de type Th2. 




I.2.2. Le mécanisme de l’allergie alimentaire 
I.2.2.1. Franchissement de la barrière mucosale 
Il existe différentes voies de sensibilisation à des allergènes alimentaires. Les travaux 
réalisés sur des modèles animaux suggèrent que la sensibilisation vis-à-vis des allergènes 
alimentaires peut résulter d’une exposition cutanée [107-111] corroborant les observations 
cliniques chez des patients allergiques à l’arachide [112] ou à l’amande [113]. Il peut 
également s’agir d’une sensibilisation par voie respiratoire comme pour le syndrome « œuf-
œuf » [114]. Cependant, le plus souvent, l’allergie alimentaire résulte d’une sensibilisation 
par voie orale suite à un retard d’induction ou une rupture de tolérance à des aliments ingérés. 
Le système digestif, avec ses 400 m2 de surface, fournit une importante surface 
d’échange. La digestion et l’absorption des nutriments nécessaires à l’organisme est la 
fonction majeure de cette surface d’échange. Le système immunitaire associé à cette 
muqueuse, le GALT (de l’anglais Gut-Associated Lymphoid Tissue) permet la protection face 
aux parasites et aux bactéries pathogènes tandis qu’une tolérance est établie face aux protéines 
alimentaires nécessaires à l’organisme. Les antigènes alimentaires ont 3 voies d’entrée pour 
traverser la barrière intestinale et rencontrer le système immunitaire (figure 7) : 
- au niveau des plaques de Peyer (PP), disséminées tout le long de la partie distale de 
l’intestin grêle (figure 7, 1). Les PP sont constituées de follicules lymphoïdes recouverts par 
un épithélium contenant des cellules particulières, les cellules M (pour « microfold ») 
dépourvues de villosités. Ces cellules captent les macromolécules présentes dans la lumière 
intestinale et les transmettent sans dégradation aux cellules dendritiques sous-jacentes qui les 
présentent à leur tour aux cellules T de la zone T des PP. Ce transport par les cellules M serait 
une étape clef dans l’induction d’une réponse locale et systémique spécifique [115]. 
- par échantillonnage direct par les cellules dendritiques de la lamina propria, via des 
dendrites s’étendant dans la lumière intestinale (figure 7, 2). Ces cellules migrent ensuite dans 
les ganglions mésentériques où elles présentent les antigènes captés aux cellules T, initiant la 
réponse immunitaire spécifique. Cette voie d’activation serait notamment très importante dans 
les mécanismes d’induction de la tolérance orale [116]. 
- par endocytose des antigènes par les cellules épithéliales puis présentation aux cellules T 
sous-jacentes (figure 7, 3, a), ou via libération d’exosomes portant les peptides antigéniques 
associés aux molécules du CMH II (figure 7, 3, b). 






Figure 7 : Prise en charge des antigènes alimentaires présents dans la lumière intestinale 
et leur présentation au système immunitaire associé à la muqueuse intestinale 
(d’après Mallegol et coll., 2005 et Adel-Patient et coll., 2008 [117;118]). 
 
I.2.2.2. Phase de sensibilisation 
 
Figure 8 : Mécanisme de l’allergie alimentaire immédiate IgE-dépendante 
 (d’après Roitt et coll., 1994 [119]). 
 
Alors que chez les individus normaux, les antigènes alimentaires n’induisent pas de 
sensibilisation allergique, chez les individus prédisposés aux allergies, la rencontre avec 
certains de ces antigènes entraîne l’activation des lymphocytes Th2 et la production d’IgE 
(phase de sensibilisation). Les antigènes qui activent sélectivement les lymphocytes Th2 
inducteurs d’IgE sont qualifiés d’allergènes (figure 8, sensibilisation). 




Deux composants majeurs de la réponse immunitaire mènent à la production des IgE. 
Le premier favorise la différenciation des cellules Th0 naïves vers le phénotype Th2. Le 
second est lié à l’action des cytokines et des molécules co-stimulatrices provenant des cellules 
Th2 qui stimulent la commutation de classe vers les anticorps IgE.  
Lors de la sensibilisation allergique, les CPA captent l’antigène, et après lyse 
intracellulaire, associent les peptides dérivés de l’antigène aux molécules CMH II à leur 
surface. Les CPA migrent ensuite vers les ganglions lymphatiques « locaux », où elles 
interagissent avec les cellules T CD4+ naïves, de manière à induire leur différenciation en 
cellules Th2, qui sécrètent des cytokines dont l’IL-4, l’IL-5, l’IL-10 et l’IL-13. Ces cytokines 
vont notamment induire la transformation des lymphocytes B en plasmocytes producteurs 
d’IgE spécifiques. La commutation de classe des plasmocytes vers l’isotype IgE est induite 
par deux signaux différents, chacun d’eux pouvant être fourni par les cellules Th2. Le premier 
est fourni par les cytokines IL-4 ou IL-13 qui interagissent avec leur récepteur à la surface des 
cellules B. Ces cytokines transmettent un signal en activant les tyrosines kinases Janus 
kinases (JAK) 1 et 3, conduisant finalement à la phosphorylation de STAT-6, un régulateur de 
la transcription. Bien que de nouvelles voies d’activation des cellules Th2 indépendantes de 
l’IL-4 puissent être impliquées [120], les souris déficientes en IL-4, IL-13 ou STAT-6 seraient 
partiellement incapables de développer une réponse de type Th2 et ne démontrent pas de 
commutation isotypique vers l’IgE, ce qui démontre le rôle clé de ces voies de signalisation 
dans cette différenciation [121-123]. Le second signal nécessaire à la commutation de classe 
vers l’IgE est la co-stimulation fournie par l’interaction entre le ligand CD40 (CD40L) à la 
surface des cellules T et le CD40 porté par les cellules B. Cette interaction est indispensable à 
la commutation de classe vers tous les isotypes. 
Les raisons pour lesquelles la réponse immunitaire est orientée vers le phénotype Th2 
au lieu d’une tolérance ou d’une réponse Th1 ne sont pas toutes élucidées. Parmi les 
différentes hypothèses avancées, dont l’hypothèse hygiéniste préalablement développée, on 
peut citer le fait que certains allergènes peuvent avoir un effet adjuvant intrinsèque. A titre 
d’exemple, les structures glycaniques présentes sur les glycoallergènes de l’arachide agissent 
comme des adjuvants, orientant la réponse vers une réponse Th2 [124]. Une autre raison 
pourrait être la présence d’un environnement pro-Th2. Par exemple, l’entérotoxine B 
produites par Staphylococcus aureus influence la polarisation des lymphocytes T naïfs à se 
développer en cellules Th2 [125]. 




Les IgE spécifiques de l’allergène se répartissent ensuite dans l’ensemble de 
l’organisme, via la circulation sanguine, et se fixent sur des « cellules cibles » de la peau et 
des muqueuses (mastocytes) ainsi que sur des « cellules cibles » circulantes (basophiles) qui 
expriment le FcεRI. Cette première étape, appelée phase de sensibilisation, muette 
cliniquement, prépare l’organisme à réagir de façon immédiate lors d’un second contact avec 
l’allergène. 
I.2.2.3. Phase de déclenchement 
I.2.2.3.a. Pontage des IgE et dégranulation des cellules effectrices 
Suite à la seconde introduction de l’allergène dans l’organisme, il est reconnu par les 
IgE spécifiques liées aux cellules effectrices par le FcεRI. Le pontage des IgE par l’allergène 
multivalent, c’est-à-dire impliquant plusieurs épitopes différents, entraîne l’agrégation des 
FcεRI et provoque la phosphorylation des résidus tyrosines présents dans les motifs ITAM du 
récepteur. Il en résulte le recrutement d’autres effecteurs intracellulaires et la mise en place de 
multiples cascades de signalisation aboutissant finalement à la « dégranulation », c’est-à-dire 
la libération rapide du contenu des granules et à la synthèse et à la sécrétion de médiateurs 
lipidiques et de cytokines (figure 8, déclenchement). Le signal intracellulaire conduisant à la 
dégranulation de ces cellules est complexe et peut être résumé par la figure 9. 





Figure 9 : Signalisation intracellulaire via le FcεRI aboutissant à la dégranulation des 
mastocytes et basophiles. 
D’après Blank et Rivera, 2004 [126]. 
 
Lors du déclenchement de la réaction allergique, on distingue deux phases. L’une est 
très rapide, spasmogène, et est principalement due aux effets immédiats de l’histamine libérée 
dont le mode d’action se situe au niveau des récepteurs H1 des vaisseaux et des bronches. 
L’autre phase est plus tardive et dépend des médiateurs lipidiques, des facteurs 
chimiotactiques et des cytokines produits par le mastocyte/basophile activé. 
I.2.2.3.b. Phase précoce 
L’histamine, libérée dans les secondes qui suivent l’activation des mastocytes et/ou 
des basophiles, provoque la dilatation des petits vaisseaux sanguins, augmente la perméabilité 
vasculaire, et stimule la contraction transitoire des muscles lisses. Les protéases qui sont 
également libérées peuvent provoquer des lésions des tissus locaux. Des médiateurs 
néoformés suite à l’activation cellulaire sont également rapidement libérés. Ce sont 
essentiellement les métabolites de l’acide arachidonique qui comprennent la prostaglandine 
D2 (PGD2) et le leucotriène C4 (LTC4), et les produits issus de sa lyse (LTD4 et LTE4). Ces 
médiateurs stimulent la contraction prolongée des muscles lisses et augmentent la 




perméabilité vasculaire. Ils jouent également un rôle chémotactique pour les cellules 
inflammatoires comme les éosinophiles. 
I.2.2.3.c. Phase tardive 
La phase précoce est souvent suivie par une phase tardive qui se met en place dans les 
deux à huit heures suivant la dégranulation, et qui persiste pendant au moins un à deux jours. 
Cette seconde phase correspond à une réponse inflammatoire déclenchée par les médiateurs 
libérés par les mastocytes et les basophiles tels que le TNF-α, l’IL-4, l’IL-3, le GM-CSF, l’IL-
5, l’IL-6, l’IL-8 et l’IL-16 ou encore CCL3 [127]. 
Certains de ces médiateurs possèdent une activité chémotactique qui va favoriser le 
recrutement d’éosinophiles, de neutrophiles, de monocytes et de lymphocytes au site de 
l’inflammation. Le TNF-α et l’IL-4 produits par les mastocytes favorisent une inflammation 
riche en neutrophiles et en éosinophiles. L’IL-5 produite par les lymphocytes Th2 et les 
mastocytes activent les éosinophiles. Les cellules recrutées libèrent alors des protéases qui 
provoquent des lésions tissulaires. Par ailleurs, la réaction est exacerbée par l’IL-4 qui active 
les cellules Th2, entraînant la production supplémentaire de cytokines. La réponse IgE, 
lorsqu’elle a été déclenchée, peut également être amplifiée par les basophiles, les mastocytes 
et les éosinophiles. Lorsqu’ils sont activés par l’allergène pontant des IgE fixées à leurs 
récepteurs FcεRI, ces granulocytes expriment le ligand CD40 à leur surface et sécrètent de 
l’IL-4. Ils peuvent donc, comme les Th2, induire la commutation de classe des cellules B au 
niveau du site de la réaction allergique et former des centres germinatifs au sein du foyer 
inflammatoire [128]. 
 
L’ensemble de ces réactions est un processus physiologique normal impliqué dans la 
lutte contre les agents pathogènes extracellulaires tels que les parasites [129;130]. Les lieux 
de survenue de ces réponses, les muqueuses, correspondent d’ailleurs aux sites 
potentiellement exposés aux parasites. 
 
Ainsi, l’implication des IgE est cruciale dans les différentes étapes de la réaction 
allergique. La sensibilisation d’un individu à un aliment est donc révelée par la présence 
d’IgE spécifiques de cet aliment grâce à des dosages immunoanalytiques ou des tests 
d’immunoempreintes réalisés sur des prélèvements sanguins. La réactivité clinique est quant à 
elle confirmée par déclenchement de la réaction allergique après des tests cutanés ou des tests 




de provocation orale simple ou en double aveugle (DBPCFC : double blind, placebo-
controlled food challenge). Le principe de ces différents tests sera détaillé dans la partie II de 
cette introduction (paragraphe II.1). 
I.3. LES ALLERGENES ALIMENTAIRES 
I.3.1. Principaux allergènes alimentaires 
Même si de nombreux aliments sont allergéniques, une petite partie d’entre eux est 
responsable de la majorité des réactions. Dans une étude portant sur la prévalence de l’allergie 
alimentaire dans la population française générale, Kanny et coll. ont montré que les aliments 
en cause étaient le plus fréquemment d’origine végétale, impliquant les fruits de la famille des 
Rosacées (abricot, cerise, fraise, framboise, pêche, poire, pomme, prune) (14%), les légumes 
de tous types incluant les Ombellifères (aneth, carotte, céleri, coriandre, fenouil, graines 
d’anis, graines de carvi, persil) et les légumineuses autres que l’arachide (pois, lupin, soja) 
(9%), les fruits ayant des réactions croisées avec le latex (avocat, kiwi, banane, châtaigne) 
(5%), les fruits à coque (noix, noix de Cajou, noix du Brésil, noisette, pistache, amande) (3%) 
[11]. Précisons que l’arachide n’appartient pas à la famille des fruits à coque, mais que c’est 
une légumineuse de la famille des Papillionacées comme les pois, les lentilles, le soja ou le 
lupin. Dans cette étude 1% des allergies impliquait spécifiquement l’arachide. Les allergènes 
alimentaires d’origine animale impliqués étaient le lait (8%), les crustacées (8%), les 
coquillages (7%) et l’œuf (4%). Dans une autre étude sur la population toulousaine 
pédiatrique (0 à 15 ans), Rancé et coll. ont observé que 5 allergènes étaient à l’origine de 78% 
des allergies alimentaires : l’œuf (36%), l’arachide (24%), le lait de vache (8%), la moutarde 
(6%) et le poisson (4%). Des variations sont cependant observées en fonction de l’âge 
considéré : après l’âge de 3 ans, l’arachide est l’aliment le plus fréquemment en cause, tandis 
que les allergies à l’œuf et au lait diminuent en fréquence [32]. Des données plus récentes de 
la prévalence de l’allergie en France ont été fournies par le CICBAA en 2005 [22]. Parmi les 
886 observations recensées chez les enfants, les aliments le plus souvent en cause sont l’œuf 
(51 %), l’arachide (40 %) et le lait de vache (16 %) ; et parmi les 247 observations observées 
chez l’adulte, les aliments en causes sont les fruits de la famille des Rosacées (27%), les fruits 
ayant des réactions croisées avec le latex (23%), les Ombellifères (17,5%), les fruits à coque 




(16%), les céréales (14,4%) et l’arachide (10%) (figure 10). Au Royaume-Uni, une étude 
récente menée sur l’Ile de Wight a montré qu’à un an les aliments incriminés sont 
majoritairement le lait, l’œuf et dans une moindre mesure, le blé. A 3 ans, ce sont dans 
l’ordre, l’arachide, l’œuf, le sésame et le lait [10]. Aux Etats-Unis, Sampson rapporte que les 
principaux aliments allergènes sont également le lait, l’œuf et l’arachide chez le jeune enfant 
et les crustacées, l’arachide, les noix et le poisson chez les adultes [131]. 
 
 
Figure 10 : Fréquence des allergies alimentaires à 10 catégories d’aliments chez l’enfant 
et chez l’adulte 
(données du CICBAA, février 2005 [22]). 
 
Il apparaît également que la répartition des aliments responsables d’allergie 
alimentaire évolue de la naissance à l’adolescence: l’allergie alimentaire aux allergènes 
végétaux progresse avec l’âge, tandis que le phénomène est inverse pour les réactivités aux 
allergènes d’animaux. Outre l’impact de la génétique et de l’environnement, des différences 
sont également notées en fonction des pays résultant de différences dans les niveaux et modes 
de consommation de certains aliments. A titre d’exemple, l’arachide consommée grillée dans 
les pays occidentaux est un allergène important alors qu’en Asie, l’arachide consommée 
bouillie est rarement impliquée dans les cas d’allergies alimentaires [132]. 
De plus, ces dernières années, on observe une modification du paysage allergénique 
conjointement à l’apparition de nouvelles allergies alimentaires. Les aliments allergéniques 




émergents sont multiples : lait de chèvre ou de brebis sans allergie au lait de vache [36], 
sésame, lupin, isolats de blé ou encore épices, condiments ou fruits exotiques (kiwi, avocat, 
litchis, noix exotiques) [133]. Ces nouvelles allergies pourraient être le résultat de la 
modification des comportements alimentaires dans nos sociétés associée à la disponibilité 
croissante d’aliments « exotiques », et du développement des nouvelles technologies 
agroalimentaires. 
Alors qu’il y a encore quelques années, la majorité des patients allergiques l’étaient à 
un seul aliment, actuellement une tendance à la polysensibilisation se révèle. Dans des études 
réalisées à la fin des années 1990, seulement 33% d’une population d’enfants [32] et 42% 
d’une population adulte [11] étaient allergiques à plus d’un aliment. Récemment, Osborne et 
coll. [134] ont montré qu’à l’âge de 4 et 8 ans, 51% des enfants allergiques l’étaient à au 
moins deux aliments. 
Les aliments à l’origine des réactions allergiques mortelles sont principalement 
l’arachide et les noix. Aux Etats-Unis, l’analyse de 32 décès de patients allergiques, recensés 
entre 1994 et 1999, implique l’arachide dans 20 cas et les noix dans 10 cas. Le poisson et le 
lait sont mis en cause dans un cas chacun [135]. L’analyse de 31 nouveaux cas de réactions 
anaphylactiques mortelles sur une période plus récente (2001-2006) a confirmé l’importance 
de l’arachide et des noix (17 et 8 cas respectivement), mais a également montré une 
augmentation de l’implication d’autres aliments comme le lait (4 cas) et la crevette (2 cas) 
[136]. 
Les travaux réalisés durant ma thèse ont porté sur trois sources allergéniques, 
l’arachide, le lait de vache et la noisette, dont nous allons analyser plus précisément les 
caractéristiques. 
I.3.2. L’allergie à l’arachide 
I.3.2.1. Prévalence et caractéristiques cliniques 
I.3.2.1.a. Prévalence et histoire naturelle 
L’arachide est donc une source allergénique majeure. Une méta-analyse publiée en 
2007 par Rona et coll. a évalué que l’allergie déclarée à l’arachide, c’est-à-dire la part de la 
population pensant être allergique à l’arachide, était en moyenne de 0,75% de la population 
générale (entre 0 et 2%) et que la fréquence de la sensibilisation à l’arachide était de 0,8% 




(présence d’IgE spécifiques chez 0,5 à 2,5%) [7]. Osterballe et coll. ont montré que la 
fréquence de l’allergie alimentaire à l’arachide au Danemark, prouvée par DBPCFC, était de 
0,2% chez des enfants de 3 ans et 0,4% chez les adultes [137]. Rappelons de plus que la 
prévalence de l’allergie à l’arachide a fortement augmenté ces dernières années dans 
différents pays [23;24]. 
L’allergie à l’arachide apparaît généralement pendant l’enfance, avant l’âge d’un an 
dans 46% des cas et avant 15 ans dans 93% des cas [35]. C’est l’exemple type de l’allergie 
persistante, même si une résolution survient chez certains enfants. Certaines études indiquent 
en effet que 15 à 20 % des allergies à l’arachide évoluent naturellement vers la guérison 
[17;18]. Cette acquisition de tolérance semble plus prononcée lorsque les enfants allergiques à 
l’arachide ont des taux d’IgE spécifiques faibles (inférieurs à 2 UI/mL), ou des taux d’IgE 
spécifiques qui diminuent vers l’âge de 3 ans [138;139]. A l’inverse, les enfants 
polysensibilisés sont moins susceptibles de guérir de leur allergie à l’arachide [140]. De plus, 
les patients qui sont devenus tolérants à l’arachide présente un risque de rechute important, 
principalement si une éviction à l’arachide est poursuivie [141].   
I.3.2.1.b. Tableau clinique 
Le tableau clinique de l’allergie alimentaire à l’arachide a été décrit pour la population 
française par Moneret-Vautrin et coll. à partir de 142 observations [35]. Les symptômes se 
répartissaient de la façon suivante : 40% de dermatite atopique, 37% d’angio-oedème, 14% 
d’asthme, 6% de choc anaphylactique et 1,4% de symptômes digestifs. L’étude de Rancé et 
coll., portant sur 192 enfants allergiques à l’arachide met en évidence un tableau clinique 
assez proche avec 46% de dermatite atopique, 32% d’urticaire ou d’angio-œdème, 15% 
d’asthme, 5% de choc anaphylactique, 2% de symptômes gastro-intestinaux et 0,5% de 
syndrome oral [32]. 
Il apparaît néanmoins que les manifestations cliniques sont généralement plus sévères 
dans les cas d’allergies alimentaires à l’arachide que pour les autres aliments. Le et coll. ont 
ainsi montré que les symptômes étaient plus intenses chez les patients allergiques à l’arachide 
comparés aux patients allergiques aux fruits [142]. D’après les données du CICBAA [22], 
l’arachide est responsable de 23% des urgences allergiques pédiatriques. L’arachide est 
également responsable de la majorité des cas des réactions anaphylactiques mortelles aux 
Etats-Unis [135;136]. 




I.3.2.1.c. Dose réactogène 
Une des difficultés de l’allergie à l’arachide est de respecter une stricte éviction de cet 
aliment. En effet, les produits alimentaires contiennent souvent de l’arachide comme agent 
texturant ou de saveur, ou suite à des contaminations sur les chaînes de production. Le 
problème est accru par le potentiel allergénique de l’arachide. Les doses réactogènes, c’est-à-
dire la quantité de protéines d’arachide qui va provoquer une réaction allergique, peuvent être 
très faibles. La moindre contamination croisée peut donc être dangereuse pour le patient 
allergique [143]. Les doses réactogènes sont plus faibles pour l’arachide que pour d’autres 
aliments. A titre d’exemple 87,5% des patients allergiques à l’arachide réagissent à des doses 
inférieures à 1g de protéine (correspondant à moins d’une cacahuète), tandis que ce 
pourcentage est de seulement 60% pour la même dose de protéines dans le cas de l’allergie à 
l’œuf [35]. Les doses d’aliments ayant déclenché une réaction allergique chez des patients 
allergiques à l’arachide, aux noix ou aux fruits ont été comparées : 1/3 des patients allergiques 
aux fruits déclare avoir mangé une quantité d’aliment inférieure à une cuillère à café, tandis 
que cette proportion passe à environ 2/3 dans le cas des allergiques aux noix et à l’arachide 
[142]. Le cas du « baiser mortel », c’est-à-dire d’allergie induite par un baiser avec un 
partenaire ayant consommé de l’arachide, est suffisamment évocateur pour souligner la 
réactivité de l’arachide à de faibles doses [144;145]. 
Bien que 100 µg de protéines d’arachide puissent provoquer des symptômes [146-
148], il existe une grande variabilité inter-individuelle de la dose réactogène au sein de la 
population de patients allergiques à l’arachide. Dans ces études, certains patients ne 
répondaient qu’à des doses supérieures au gramme. Peeters et coll. ont déterminé que 10 µg 
de farine d’arachide est la dose-seuil au-dessous de laquelle aucun symptôme n’est observé 
dans une population d’allergiques à l’arachide [147]. Il y a cependant de grandes disparités 
selon les études. A titre d’exemple, Flinterman et coll. ont déterminé cette limite à 1 mg de 
farine d’arachide (correspondant à 2 mg d’arachide) [143]. Par ailleurs, Bindslev-Jensen et 
coll. ont évalué une dose-seuil de seulement 0,7 µg de farine d’arachide comme étant la dose 
qui entraînerait un risque de réaction allergique chez une personne sur 1 million de personnes 
sensibilisées à l’arachide [149]. 
Il est à noter que dans la plupart des études, les doses réactogènes ne sont déterminées 
que lors de tests de provocation DBPCFC réalisés à des fins de diagnostic. Les patients ayant 
une allergie très sévère ou très fortement sensibilisés ne rentrent donc pas dans ces études. 
Chez ces patients, les doses réactogènes sont certainement beaucoup plus faibles [148]. 




I.3.2.1.d. Allergies croisées 
Les réactions allergiques à l’arachide et aux noix coexistent chez 20% à 50% des 
patients allergiques à l’arachide [24;35;150;151]. Par contre, la coexistence de l’allergie à 
l’arachide avec une allergie à une autre plante de la même famille comme le soja ou le pois 
est moins fréquente [35]. La coexistence de ces allergies peut être due à une vraie réactivité 
croisée (cross-sensibilisation), mais également à l’existence d’allergies concomitantes chez 
des individus très atopiques (co-sensibilisation). Alors que chez l’allergique à l’arachide, la 
sensibilisation au soja est de 6 à 53%, des manifestations cliniques ne sont observées que chez 
2,3 à 11% des enfants sensibilisés [151;152]. Ces réactivités ne sont pas pour autant à sous-
estimer puisqu’il existe un réel danger d’accidents suite à l’ingestion de soja chez l’allergique 
à l’arachide. Ce danger a été souligné dès 1999 par Foucard et Yman qui relèvent 4 accidents 
mortels causés par le soja chez des patients qui avaient une allergie connue à l’arachide, mais 
qui n’avaient jamais présenté de réaction antérieure avec le soja [153]. Il existe également une 
réactivité croisée entre l’arachide et le lupin [154]. Une étude a démontré une réaction croisée 
cliniquement significative entre les pois et l’arachide. Elle résulterait d’une sensibilisation aux 
homologues de la viciline dans ces aliments [155]. Les homologies entre les protéines 
d’arachide et d’autres plantes peuvent en effet être responsables des réactions croisées 
observées. On retrouve par exemple des épitopes de protéines de l’arachide dans d’autres 
protéines issues de plantes telles que l’amande et la noix du Brésil [156], le soja [157] ou 
encore la moutarde [158]. 
I.3.2.2. Les allergènes de l’arachide  
I.3.2.2.a. Les protéines d’arachide 
L’arachide (Arachis hypogaea) est une plante légumineuse de la famille des 
Papilionacées, comme les pois, les lentilles, le lupin, le soja, les fèves ou encore les haricots. 
La graine d’arachide, appelée cacahuète, est composée de 24 à 29% de protéines. Les 
premières études sur l’arachide avaient permis de décrire deux protéines majeures, l’arachine 
et la conarachine. L’arachine se présente sous forme d’un complexe protéique de masse 
moléculaire égale à 170 kDa. Elle existe sous 2 formes polymorphiques A et B qui peuvent 
être dissociées en sous-unités de masses moléculaires s’étalant entre 20 et 71 kDa [159]. La 
conarachine peut être séparée en 2 constituants, I et II, de masses moléculaires respectives 
142 et 295 kDa [160]. Nous retrouvons en fait majoritairement des protéines de réserve 




appartenant aux deux grandes familles des globulines 7S et 11S (viciline et glycinine) et des 
albumines 2S (conglutine). Outre ces protéines quantitativement majeures, l’arachide possède 
plus de 30 protéines différentes. L’électrophorèse bidimensionnelle de l’arachide illustre bien 
cette chimie protéique complexe (figure 11). 
 
 
Figure 11 : Electrophorèse bidimensionnelle de l’arachide et identification des protéines 
 (n°1 : Ara h 1, n°2-5 : Ara h 2, n°6-7 : Ara h 6, n°8-22 : fragments de glycinines 
(Ara h 3/4) ; MM : masse moléculaire ; pI : point isoélectrique) 
(d’après Mondoulet, 2005 [161]). 
 
I.3.2.2.b. Les allergènes identifiés de l’arachide 
Au cours des 20 dernières années, de nombreuses protéines de l’arachide ont été 
caractérisées et identifiées comme étant des allergènes de l’arachide, c’est-à-dire reconnues 
par les IgE de patients allergiques à l’arachide. Les allergènes d’un aliment sont classifiés en 
deux groupes selon leur fréquence de reconnaissance par les IgE d’une population de patients 
allergiques à cet aliment. Un allergène est décrit comme majeur lorsque plus de 50% des 
patients allergiques à la source alimentaire en cause possèdent des IgE spécifiques de cet 
allergène. En dessous de cette fréquence, on parle d’allergène mineur. A ce jour, de très 
nombreux allergènes ont été détectés dans la graine d’arachide. L’IUIS (International Union 
of Immunological Societies) répertorie 11 allergènes, nommés de « Ara h 1 » à 
« Ara h 11 » d’après la nomenclature (« Ara » pour Arachis, « h » pour hypogaea, et le 
nombre indique l’ordre de découverte) (tableau 3). L’ensemble des allergènes décrits 
représente plus de 75% des protéines de l’arachide. 




Tableau 3 : Caractéristiques des allergènes de l’arachide 
MM (kDa) 











totales (%) (3) 
Ara h 1 cupines globuline 7S viciline 64 62,7 4,55 14 (12-16) 




5,2 6,5 (5,9-9,3) 
Ara h 3 cupines globuline 11S glycinine 60  5,5 
Ara h 4 cupines globuline 11S glycinine 37   
50 
Ara h 5 profilines  15    
Ara h 6 prolamines albumine 2S homologue de la conglutine 15 14,84  4,5 
Ara h 7 prolamines albumine 2S homologue de la conglutine 15    





Bet v 1 
Pathogenesis-related 
protein (PR)-10 17    
Ara h 9 prolamines protéine de transfert des lipides non spécifique (nsLTP) 9,8    
Ara h 10  oléosine 16    
Ara h 11  oléosine 14    
(1) : d’après l’IUIS (www.allergen.org) 
(2) : d’après Chatel et coll., 2003 [162] et Bernard et coll., 2007 [163] 
(3) : d’après Koppelman et coll., 2001 [164] et van Wijk et coll., 2004 [165]. 
 
La caractérisation des allergènes de l’arachide a été initiée par Sachs et coll. en 1981 
[166]. Cette équipe a démontré les propriétés allergéniques d’une protéine, « Peanut I », 
complexe de 180 kDa à l’état natif, et présentant 2 sous-unités de 20 et 30 kDa par technique 
électrophorétique en conditions réductrices. En 1983, Barnett et coll. démontrent le potentiel 
allergénique de l’arachine, de la conarachine et d’une glycoprotéine réactive à la 
concanavaline A (Con A ) [167]. Par la suite, Burks et coll. mettent en évidence une fraction 
immunoréactive qui possède un poids moléculaire de 63 kDa et un pHi de 4,5 [168]. Cette 
protéine s’est avérée être identique à la glycoprotéine réactive à la Con A décrite par Barnett. 
L’allergène ainsi identifié, nommé Ara h 1, appartient à la famille des globulines 7S 
(viciline). Les études d’immunoréactivité avec des sérums de patients allergiques ont montré 
qu’Ara h 1 est un allergène majeur de l’arachide : près de 90% des sérums de patients 
allergiques possèdent des IgE spécifiques de cette protéine [168-170]. 
En 1992, Burks et coll. ont isolé et caractérisé un autre allergène de l’arachide, appelé 
Ara h 2 [171]. Ara h 2 appartient à la famille des albumines 2S (conglutines), et se présente en 
électrophorèse sur gel de polyacrylamide comme un doublet à 16,67 et 18,05 kDa [172]. Ces 
doublets correspondent à deux isoformes qui se distinguent par la présence/absence d’une 




séquence de 12 acides aminés. Ara h 2 est reconnue par les IgE de plus de 80% de patients 
allergiques à l’arachide [169;171;173;174], ce qui fait de cette protéine un autre allergène 
majeur de l’arachide. Récemment, Ara h 6, une autre albumine 2S, a également été décrite 
comme étant un allergène majeur reconnu par 80 à 95 % des patients allergiques 
[163;173;175]. Il a été montré par Bernard et coll. que Ara h 6 présente naturellement un 
polymorphisme dans la graine d’arachide. Une isoforme de Ara h 6 a été caractérisée ainsi 
qu’un de ses produits issu d’une protéolyse naturelle lors de la maturation de la graine 
d’arachide. Cette maturation entraîne la formation d’un hétérodimère dont la structure est 
maintenue par des ponts disulfures. La reconnaissance de Ara h 6 par les IgE de patients 
allergiques n’est pas modifiée par cette maturation naturelle, tandis qu’une perte drastique de 
la liaison aux IgE humaines est observée lorsque ces isoformes sont réduites chimiquement. 
Ces résultats suggèrent donc que l’allergénicité de Ara h 6 dépend fortement du maintien de 
sa conformation tridimensionelle grâce à ses ponts disulfures [163]. 
Des protéines de la famille des globulines 11S (glycinines) ont également été 
identifiées comme allergènes de l’arachide. Ara h 3, qui a été tout d’abord identifiée par une 
approche de biologie moléculaire, présente une masse moléculaire de 58 kDa et un pHi de 5,5 
[176]. Ara h 4, de masse moléculaire 36 kDa, est une isoforme de Ara h 3, possédant 91% 
d’homologie avec cette dernière [170]. Cependant les glycinines dans l’arachide n’existent 
pas sous une forme entière ou associée. Ara h 3/4 est naturellement présente dans la plante 
sous forme de polypeptides de 14 à 45 kDa, résultant d’une protéolyse naturelle au cours de la 
maturation de la plante [177]. Selon les études se basant sur des formes naturelles ou 
recombinantes, cette protéine est reconnue par 35 à 55% des IgE de sérums de patients 
allergiques à l’arachide [170;173;174;176]. 
Ara h 5 (profiline) et Ara h 7 (albumine 2S) ont également été décrits comme des 
allergènes mineurs de l’arachide [170]. Ara h 8, la protéine homologue à Bet v 1, l’allergène 
majeur du pollen de bouleau, a été récemment clonée et est reconnue par 85% des patients qui 
sont sensibilisés au pollen de bouleau [178]. Ara h 9, la protéine de transfert lipidique (LTP) 
de l’arachide a également été caractérisée récemment comme étant un allergène de l’arachide 
[179]. Ara h 10 et Ara h 11, protéines de la famille des oléosines, ont également été décrites 
comme étant des allergènes mineurs [180]. Cependant, à ce jour, les formes protéiques de ces 
allergènes n’ont pas été isolées dans la graine. Leur présence naturelle et leur proportion n’ont 
pas encore été évaluées. 




La plupart des allergènes de l’arachide peuvent donc être décrits comme des 
allergènes majeurs suivant la définition énoncée et les données de la littérature. Ainsi, 
Ara h 1, Ara h 2, Ara h 6 et Ara h 3 sont des allergènes majeurs. De plus, la sensibilisation à 
un seul allergène de l’arachide est relativement rare. On observe le plus souvent une co-
sensibilisation à pratiquement tous ces allergènes [161]. De nombreux épitopes ont été 
identifiés sur ces protéines, les IgE des patients allergiques en reconnaissant souvent plusieurs 
d’un même allergène [181-183]. Cependant, la comparaison de la réactivité de ces allergènes 
purifés semble établir un classement suivant leur potentiel allergénique. Dans ces études, la 
réactivité est évaluée in vitro par la capacité de liaison aux IgE de patients allergiques 
[163;173;174] et dans des tests de dégranulation de cellules effectrices [174;184], et in vivo, 
par des tests cutanés chez des patients allergiques [147;163;173;174]. La majorité des études 
fait ressortir le fort potentiel allergénique des albumines 2S en dépit de leur faible quantité 
dans la graine d’arachide (tableau 3). 
Les albumines 2S de l’arachide (Ara h 2, Ara h 6) sont des protéines résistantes à la 
digestion et aux traitements thermiques. Il a été mis en évidence un noyau central résistant à 
la digestion par la trypsine et la chymotrypsine, ainsi qu’aux traitements thermiques, et qui 
possède la même capacité à déclencher la réaction allergique que les protéines intactes [185]. 
A l’inverse, la digestion gastroduodénale in vitro de Ara h 1 conduit à une dégradation très 
rapide de cette protéine. Cependant, il apparaît que les produits de cette digestion sont 
capables de se lier aux IgE anti-Ara h 1, de stimuler la prolifération des cellules mononuclées 
du sang périphérique et de provoquer une libération d’histamine par les basophiles de patients 
allergiques aussi efficacement que Ara h 1 intacte [186]. Des travaux complémentaires ont 
démontré que certains peptides issus de la digestion gastrique de Ara h 1 s’organisent en 
agrégats constitués par l’assemblage de deux à quatre polypeptides de MM d’environ 8 et 11 
kDa. La formation de tels agrégats serait responsable de la préservation du pouvoir 
déclenchant des digestats de Ara h 1 malgré la disparition de la protéine [187]. 
I.3.3. L’allergie au lait de vache 
L’allergie alimentaire au lait de vache est à distinguer des intolérances au lait ou au 
lactose, qui correspondent à des manifestations non immunologiques liées à un déficit 
enzymatique en lactase. 




I.3.3.1. Prévalence et caractéristiques cliniques 
I.3.3.1.a. Prévalence et histoire naturelle 
L’allergie au lait de vache est une allergie très importante, surtout chez les nourrissons 
pour qui le lait constitue la source alimentaire unique puis majeure. Dans la population 
générale, la prévalence de l’allergie au lait de vache a été évaluée par Rona et coll. dans une 
méta-analyse publiée en 2007 [7]. La prévalence de l’allergie déclarée au lait de vache, c’est-
à-dire la part de la population pensant être allergique au lait de vache est de 3,5% (1,2 à 17%). 
Cependant, la prévalence réelle de l’allergie au lait de vache, diagnostiquée par test de 
provocation, est de 0,9% (entre 0 et 3%). Une analyse en fonction de l’âge montre que la 
prévalence de l’allergie alimentaire au lait de vache diagnostiquée par DBPCFC est de 0,6% 
chez les enfants de 3 ans et de 0,3% chez les adultes [137]. 
L’allergie au lait de vache est généralement contractée dans les premiers mois de la 
vie, et son évolution naturelle semblait être une rémission avec l’âge, d’où une prévalence 
plus faible chez l’adulte. Ainsi, à presque 9 ans, 15% des enfants seulement présentaient une 
allergie persistante au lait de vache [12]. Une autre étude analysant le statut, à l’âge de 10 ans, 
d’enfants ayant eu une allergie au lait de vache, a montré que 93% de ces enfants étaient 
devenus tolérants, du moins à des faibles doses de protéines de lait. Cependant, 45% des 
sujets développaient des réactions gastro-intestinales à des doses plus fortes de lait [188]. Des 
études plus récentes suggèrent néanmoins que l’acquisition de la tolérance a tendance à 
diminuer et qu’elle survient de plus en plus tardivement. Levy et coll. ont en effet constaté 
que plus de la moitié des enfants avec une allergie au lait ne guérissent pas de leur allergie 
avant l’âge de 3 ans [189]. Les taux de résolution de l’allergie au lait de vache ont été 
seulement de 42% à 8 ans et de 79 % à 16 ans dans l’étude de Skripak et coll. [13]. 
Enfin, une allergie au lait durant l’enfance entraîne des risques plus élevés de 
développer des maladies respiratoires atopiques, d’avoir une dermatite atopique persistante ou 
encore des otites récurrentes [188]. 
I.3.3.1.b. Tableau clinique 
Les manifestations cliniques de l’allergie au lait de vache sont principalement 
cutanées ou gastro-intestinales. Une classification des manifestations selon l’organe impliqué 
démontre des atteintes cutanées dans 85% des cas, du système gastro-intestinal dans 46%, du 
système respiratoire inférieur dans 14%, et supérieur dans 6% des cas [13]. Un tableau 




clinique plus précis de l’allergie au lait de vache chez les enfants implique 50% de dermatite 
atopique, 26% d’urticaire et d’angio-œdème, 7% de choc anaphylactique, 7% de symptômes 
gastro-intestinaux, 6% d’asthme et 3% de rhino-conjonctivite [32]. Les symptômes de 
l’allergie alimentaire au lait de vache chez l’adulte sont plus sévères. Lam et coll. ont par 
exemple observé 67% de symptômes sévères, notamment des symptômes pulmonaires et 
cardio-vasculaires, dans leur population d’adultes allergiques au lait de vache [190]. De plus, 
les patients ont un seul organe affecté dans 50% des cas, 2 organes pour 35% et 3 organes ou 
plus pour 12% [13]. 
Notons enfin que les patients présentant une allergie au lait de vache ont, dans 91% 
des cas, une autre allergie alimentaire. Une allergie concomittante à l’œuf ou à l’arachide sont 
les plus fréquemment rencontrées, viennent ensuite les allergies alimentaires aux noix, soja, 
farine, crustacés, sésame, bœuf, et poisson [13]. 
I.3.3.1.c. Dose réactogène 
La plus petite dose de lait de vache initiatrice de réactions allergiques a été estimée 
lors de tests de provocation à 0,02 ml, correspondant à 0,6 mg de protéines [191]. D’autres 
études par DBPCFC relèvent des doses déclenchantes de 0,3 mg à 300 mg de protéines  
[190;192]. 
I.3.3.1.d. Réactions croisées 
Les réactions croisées les plus fortes sont observées entre le lait de vache et les laits de 
chèvre et de brebis. D’autres moins significatives existent avec le lait humain et les protéines 
de viande de bœuf. Les protéines du lait sont en effet très conservées entre les laits de 
différentes espèces et notamment des ruminants. A titre d’exemple, les protéines des laits de 
chèvre et de brebis partagent 87 à 96% d’homologies de séquences avec les protéines du lait 
de vache [193]. Cette réaction croisée a été confirmée cliniquement par des tests DBPCFC, 
réalisés avec du lait de chèvre chez des enfants allergiques au lait de vache, et qui se sont 
avérés positifs dans 92% des cas [194]. A l’inverse, il existe une population d’allergiques au 
lait de chèvre et de brebis qui tolèrent le lait de vache [36;195-197]. Il a également été 
démontré qu’il y avait une réactivité croisée entre les protéines bovines et celles du lait 
maternel (épitopes communs entre la caséine β humaine la caséine β bovine [198] et entre l’α-
lactalbumine bovine et humaine [199]). Enfin, il peut y avoir des réactions croisées entre la 
sérum albumine bovine présente dans la viande et le lait [200]. 




I.3.3.2. Les allergènes du lait de vache 
I.3.3.2.a. Les protéines du lait de vache 
Le lait de vache a un taux protéique de 30 à 35 g/L et contient plus de 25 protéines 
différentes. Ces protéines sont classées en deux groupes suivant qu’elles précipitent ou non à 
pH 4,6 ou sous l’action de présure : le lait coagulé (ou lait caillé) qui représente 80% des 
protéines totales est constitué des caséines, et le lactosérum (ou petit lait), fraction soluble 
représentant les 20% restants. Les principales caractéristiques des protéines du lait de vache 
sont données dans le tableau 4. 
Tableau 4 : Principales caractéristiques des protéines du lait de vache 
Structure 
secondaire 
Hélice α feuillet β 















ponts S-S par 
mole 
(% de la chaîne) 
pHi 
Lactosérum  5       
β-lactoglobuline Bos d 5 3-4 18,3 162 2 + 1 SH libre +++ 15 5,3 
α-lactalbumine Bos d 4 1-1,5 14,2 123 4 ++ 25 4,8 
Immunoglobulines Bos d 7 0,6-1       
Sérum albumine Bos d 6 0,1-0,4 66,3 582 17 + 1 SH libre +++ 50 4,9-5,1 
Protéose-peptone  0,5-1,5       
Lactoferrine  0,09 80 703 16   8,7 
Caséines Bos d 8 30       
αs1  12-15 23,6 199  + 4-15 4,9-5 
αs2  3-4 25,2 207    5,2-5,4 
β  9-11 24 209  + 1-10 5,1-5,4 
κ  3-4 19 169  ++ 14 5,4-5,6 
(d’après Wal et coll., 1998 et 2001 [193;201]). 
 
Le lactosérum contient essentiellement des protéines globulaires, c’est-à-dire des 
protéines sphériques compactes solubles dans l’eau. Les protéines majeures du lactosérum 
sont la β-lactoglobuline bovine (βLG) et l’alpha-lactalbumine (α-lac), protéines directement 
synthétisées dans la glande mammaire. D’autres protéines provenant du sang sont également 
présentes dans le lactosérum : sérum albumine bovine (SAB), immunoglobulines et traces de 
lactoferrine. 
La βLG, qui n’a pas d’homologue dans le lait de la femme, appartient à la 
superfamille des lipocalines, protéines qui lient et transportent des ligands hydrophobes. La 




βLG se présente naturellement sous forme d’un dimère de 36 kDa entre pH 3 et 7. Chaque 
sous-unité correspond à un polypeptide de 162 acides aminés (MM 18,3 kDa). La molécule 
possède deux ponts disulfures intra-moléculaires et un groupement thiol libre (-SH). La 
structure tertiaire de la βLG a été déterminée par Papiz et coll. en 1986 [202] : elle est 
constituée de 3 hélices-α et de 9 feuillets-β anti-parallèles. Les feuillets-β forment une cavité 
centrale hydrophobe, le calice, qui constitue le site de liaison des ligands hydrophobes, 
notamment le rétinol (retinol binding protein) [202;203]. Le groupement thiol libre a une 
activité pH dépendante et serait indispensable au maintien de la structure tridimensionnelle de 
la βLG et à la stabilité des dimères de βLG [204]. La digestion de la βLG se fait dans 
l’intestin par la trypsine et la chymotrypsine puisque cette protéine est résistante à la pepsine 
et au pH gastrique. Il existe de nombreux variants de la βLG. Les deux principaux sont les 
variants A et B, qui se différencient seulement par deux mutations sur les résidus en positions 
64 et 118. 
 
L’α-lactalbumine est une protéine globulaire monomérique de 123 résidus acides 
aminés (MM 14,2 kDa) comportant quatre ponts disulfures. Elle fait partie du système 
enzymatique de régulation de la galactosyl transférase responsable de la synthèse du lactose. 
L’α-lac possède un site de liaison de haute affinité pour le calcium et cette liaison stabilise sa 
structure secondaire. L’α-lac bovine présente de fortes homologies de séquence et de structure 
avec le lysozyme du blanc d’œuf de poule, mais aussi avec l’α-lac humaine. 
 
La fraction caséine entière comporte quatre protéines différentes : les caséines αs1, 
αs2, β, et κ qui représentent respectivement 32%, 10%, 28% et 10% des protéines totales du 
lait. En dépit de leurs noms et de leur origine commune, ces protéines montrent peu 
d’homologie dans leurs séquences en acides aminés. La masse moléculaire de ces 4 protéines 
est respectivement 23,6 kDa, 25,2 kDa, 24 kDa et 19 kDa. Les caséines se lient entre elles 
pour former des agrégats (micelles) en suspension dans le lactosérum. Dans les micelles, la 
proportion des différentes caséines par rapport au contenu total en caséines est relativement 
constante : 37% de caséines αs1 et αs2 et 13% de caséines β et κ. Ces micelles comprennent 
une partie centrale hydrophobe et une couche périphérique hydrophile où le fragment polaire 
C-terminal de la caséine κ est exposé. Les domaines polaires des autres caséines, pouvant lier 
le calcium (caséines αs1, αs2 et β), contiennent notamment des sites majeurs de 
phosphorylation qui sont également présentés à la surface des micelles. Les caséines ne sont 




pas affectées de manière significative par les traitements thermiques sévères mais sont très 
sensibles aux protéases et exopeptidases. 
 
Les protéines du lait de vache sont très hétérogènes, elles ont très peu de structures ou 
de fonctions en commun. Cette hétérogénéité est renforcée par leur polymorphisme génétique, 
puisqu’il existe en effet de nombreux variants de chaque protéine. Ces variants sont 
caractérisés par des substitutions ponctuelles d’acides aminés, des délétions de fragments 
peptidiques de taille variable. L’hétérogénéité se caractérise également par l’existence de 
modifications post-traductionnelles (phosphorylation, glycosylation). La caséine αs2 bovine 
existe ainsi sous 4 niveaux de phosphorylation différents. 
I.3.3.2.b. Les allergènes identifiés dans le lait de vache 
Différentes études ont porté sur l’analyse de la reconnaissance des protéines du lait par 
les IgE de larges populations de patients allergiques au lait. Wal et coll. ont ainsi étudié la 
fréquence de reconnaissance des différentes protéines du lait de vache par les IgE de 92 
patients allergiques au lait de vache [205]. Cette étude montre que seulement 25% des 
patients sont mono-sensibilisés, c’est-à-dire possèdent des IgE dirigées contre une seule 
protéine, avec reconnaissance dans 30% des cas de la βLG, dans 28% de la SAB et dans 25% 
de la fraction caséine. Respectivement, 15, 20, 18 et 14% des patients sont sensibilisés à 2, 3, 
4 ou 5 allergènes différents du lait de vache. Il apparaît que ce sont les protéines les plus 
représentées au sein du lait de vache qui sont les plus fréquemment reconnues par les IgE de 
patients : la fraction caséine (Bos d 8) (reconnue par 65% des IgE de patients allergiques), la 
βLG (Bos d 5) (61%) et l’α-lac (Bos d 4) (51%). Mais des protéines du lait plus minoritaires 
comme la SAB (Bos d 6) ou la lactoferrine, sont également reconnues respectivement par 
43% et 35% des patients. Bernard et coll. ont étudié les intensités de la reconnaissance par les 
IgE spécifiques des différentes caséines dans une population de 58 patients allergiques au lait 
de vache sensibilisés à la fraction caséine entière [206]. Les intensités de réponses des IgE 
spécifiques des différentes caséines varient fortement en fonction des sérums et des caséines, 
mais 85% des patients présentent des IgE dirigées contre chacune des 4 caséines. Les titres en 
IgE spécifiques sont plus élevés contre les caséines les plus abondantes, c’est-à-dire la caséine 
αs1 et la caséine β. Shek et coll. ont plus récemment conduit une étude sur une population de 
113 patients ayant une allergie au lait de vache médiée par les IgE [207]. Les fréquences de 
reconnaissance des différentes protéines du lait par les IgE sont de 65% pour la caséine αs, 




75% pour la caséine β, 48% pour la caséine κ, 36% pour la βLG et 36% pour l’α-lac. De plus, 
les taux d’IgE spécifiques sont plus élevés pour les caséines αs et β que pour les protéines du 
lactosérum, soulignant l’importance que prennent les caséines dans l’allergie au lait de vache. 
En effet, on observe actuellement une augmentation des fréquences et intensité de 
reconnaissance des caséines par les IgE de patients allergiques au lait, conjointement à une 
diminution de l’implication des protéines du lactosérum [193]. 
L’étude fine de la spécificité des IgE aux protéines du lait a permis d’identifier des 
épitopes séquentiels comme conformationnels sur ces différentes protéines [208-214]. 
L’ensemble de ces publications démontre la multitude des épitopes reconnus au sein des 
protéines du lait de vache, et particulièrement des caséines. Le profil de reconnaissance des 
épitopes sur les différentes protéines du lait pourrait être un marqueur du fait que le patient va 
conserver son allergie au lait ou au contraire acquérir une tolérance. Des travaux suggèrent en 
effet que les enfants ayant une allergie persistante reconnaissent préférentiellement des 
épitopes linéaires. A l’inverse, l’acquisition d’une tolérance serait liée à la reconnaissance 
d’épitopes conformationnels [215;216]. 
I.3.4. L’allergie à la noisette 
I.3.4.1. Prévalence et caractéristiques cliniques 
I.3.4.1.a. Prévalence 
Peu d’études portent sur la prévalence de l’allergie à la noisette. Sa prévalence est 
souvent exprimée pour le « groupe des noix » ou le « groupe des fruits à coque » avec la noix, 
la noix de cajou, la noix du brésil, l’amande, la pistache ou le pignon de pin. Chez les enfants, 
le « groupe des noix » représente 6,3% des observations d’allergies alimentaires (au 6ème 
rang), tandis que les fruits à coque représentent 16% des observations chez les adultes (au 4ème 
rang) (données du CICBAA) [22]. En France, malgré son rang important, l’allergie à la 
noisette touche seulement 2,7% des enfants allergiques [32]. Aux Etats-Unis, 0,4% de la 
population générale serait atteinte, cette prévalence étant stable sur 5 ans [24]. 
La noisette est un allergène qui peut être « vrai » ou « incomplet ». Un allergène est 
dit vrai quand il est à la fois capable de sensibiliser un individu et de déclencher la réaction 
allergique. Un allergène est dit incomplet, ou secondaire, quand il est capable de déclencher 
une réaction allergique chez des individus déjà sensibilisés mais pas de sensibiliser 




l’organisme de novo. Une grande partie des cas d’allergie à la noisette résulte d’une réaction 
croisée avec un allergène majeur du pollen de bouleau, Bet v 1, qui est l’allergène 
sensibilisant. L’allergie alimentaire à la noisette est alors déclenchée uniquement chez les 
patients présentant une pollinose au bouleau. La prévalence de l’allergie à la noisette est plus 
forte chez ces individus, atteignant 6% [137]. Des tests cutanés démontrent une sensibilisation 
à la noisette chez 18% de la population adulte allemande. La sensibilisation à la noisette est 
alors souvent associée à d’autres allergies alimentaires (céleri dans 66% des cas ou arachide 
dans 51% des cas) ou à la pollinose au bouleau (94% des cas) [217]. Mais la noisette peut 
également être à l’origine de « vraies » réactions allergiques, sensibilisant l’individu atopique 
par voie digestive. Nous verrons que les allergènes impliqués dans les allergies vraies et 
secondaires sont différents.  
I.3.4.1.b. Tableau clinique 
Les réactions secondaires chez les patients sensibilisés au pollen de bouleau induisent 
le plus souvent des symptômes légers localisés au niveau de la bouche (le syndrome oral 
d’allergie) [218]. Chez les patients ayant une allergie à la noisette sans allergie au pollen 
concomitante, les symptômes tendent à être plus sévères et souvent systémiques (urticaire, 
angio-œdème, anaphylaxie, anaphylaxie induite par l’effort) [219;220]. Les réactions 
allergiques à la noisette sont globalement plus sévères que celles observées pour les fruits, 
mais moins que pour l’arachide [142]. 
I.3.4.2. Les allergènes de la noisette 
La noisette est le fruit du noisetier (Corylus avellana), plante de la famille des 
Bétulacées. De nombreux allergènes recensés par l’IUIS ont été mis en évidence dans la 
noisette (tableau 5). 




Tableau 5 : Principales protéines allergènes de la noisette. 
Noms Familles MM (Kda) 
Cor a 1 PR-10 (homologue de Bet v 1) 17 
Cor a 2 Profiline 14 
Cor a 8 LTP 9 
Cor a 9 globuline 11S 40 
Cor a 10 
protéine chaperon (BiP) 
(luminal binding protein) 70 
Cor a 11 globuline 7S 48 
Cor a 12 oléosine 17 kDa 17 
Cor a 13 oléosine 14-16kDa 14-16 
 
Nous retrouvons, là encore, une variété d’allergènes issus de nombreuses familles de 
protéines et ayant des caractéristiques physicochimiques différentes. En 1992, Hirschwehr et 
coll. ont identifiés 2 allergènes de la noisette : Cor a 1, une protéine homologue de Bet v 1 de 
17 kDa et Cor a 2, une profiline de 14 kDa chez des patients ayant une allergie au pollen de 
noisetier [218]. En 2002, Beyer et coll. ont identifié un nouvel allergène : une globuline 11S 
de 40 kDa appelée Cor a 9, qui est reconnue par 86% des 14 sérums de patients américains 
ayant des réactions systémiques sévères [221]. En 2004, Schocker et coll. ont aussi caractérisé 
un allergène chez des patients ayant une allergie à la noisette non liée à une sensibilisation au 
pollen de bouleau. Cet allergène est une LTP de 9 kDa (Cor a 8), reconnue par 62 à 77% des 
IgE selon la méthode utilisée [220]. Cette même année, Lauer et coll. ont identifié un nouvel 
allergène mineur : Cor a 11, une globuline 7S de 48 kDa. Pour cette protéine, 47% d’une 
population de patients suisses et allemands allergiques à la noisette avaient des IgE 
spécifiques de cette protéine [222]. Plus récemment, un statut d’allergène mineur a été 
attribué à Cor a 10, une protéine chaperon (BiP) [223] et Cor a 12 et Cor a 13, des oléosines 
[224]. 
Les profils de sensibilisation aux allergènes de noisette varient selon l’existence ou 
non d’une sensibilisation par le pollen de bouleau. L’exposition au pollen de bouleau variant 
entre les différentes régions d’Europe, l’origine géographique détermine le profil de 
sensibilisation des patients. Dans une étude portant sur une population de 65 patients suisses 
et allemands allergiques à la noisette, la prévalence de la réaction IgE était de 98% pour la 
protéine recombinante Cor a 1 (rCor a 1.04), 15% pour rCor a 2 et de moins de 47% pour Cor 
a 11. Aucune réaction n’était observée pour rCor a 8 [222]. Un profil de réactivité semblable à 
rCor a 1.04, Cor a 2 et Cor a 8 est observé chez 17 patients d’Europe du Nord allergiques à la 
noisette [225]. Par contre, en Europe du Sud, l’implication des allergènes est inversée. Dans 
une étude réalisée sur 26 sujets espagnols allergiques à la noisette sans allergie au pollen de 




bouleau, dont 10 sujets avaient présenté un choc anaphylactique, la prévalence de réactions 
IgE à Cor a 8 était de 62 à 77% selon la méthode de détection utilisée. Seul un patient 
montrait une réaction IgE à rCor a 1.04 et aucun à Cor a 2. Les auteurs soulignent ainsi 
l’importance de Cor a 8 pour la majorité des patients espagnols présentant une allergie 
alimentaire vraie à la noisette et qui est associé à des réactions allergiques sévères [220]. 
D’autres études corroborent ces observations [219;226]. 
I.3.5. Conclusion 
Toutes ces observations démontrent une très grande hétérogénéité de la réponse IgE 
chez les patients souffrant d’une allergie alimentaire. Ceci est dû à la variabilité génétique des 
individus et aux conditions environnementales, incluant la fréquence et l’âge d’exposition ou 
les habitudes alimentaires. La diversité allergénique dans les sources alimentaires décrites est 
également un facteur important. Dans un aliment, les allergènes sont multiples et 
éventuellement présents sous différentes isoformes, chacun de ces allergènes possédant de 
nombreux épitopes. Selon les patients, la forme majoritairement reconnue sera la protéine 
native ou au contraire dénaturée (épitopes conformationnels ou linéaires). Ainsi, bien que des 
familles de protéines ou des structures communes puissent être retrouvées dans différents 
aliments (LTP, albumines 2S…) ou au sein d’un même aliment (site majeur de 
phosphorylation des caséines), il est impossible d’associer l’allergénicité d’un aliment à une 
protéine et encore moins à une séquence ou une « structure cible définie et caractérisée ».  




II. ETUDE IN VIVO ET IN VITRO DE 
L’ALLERGENICITE DES ALIMENTS 
L’évaluation de l’allergénicité d’une protéine ou d’un aliment, telle que réalisée lors 
de l’évaluation du risque d’allergénique lié à la consommation d’aliments dérivant 
d’organismes génétiquement modifiés, doit prendre en compte à la fois sa capacité à induire 
une réponse IgE (pouvoir sensibilisant), sa capacité à déclencher la réaction allergique chez 
un individu déjà sensibilisé (pouvoir déclenchant) et sa capacité à favoriser l’induction d’une 
réponse allergique spécifique à d’autres protéines/aliments (pouvoir adjuvant). L’étude de 
l’allergénicité des aliments sera ici restreinte à l’étude de l’allergénicité de protéines purifiées 
d’aliments et à l’effet de modifications induites par différents procédés chimiques ou 
physiques sur cette allergénicité.  
II.1. OUTILS D’EVALUATION DE L’ALLERGENICITE 
L’évaluation de l’allergénicité d’une protéine alimentaire « naturelle », ainsi que 
l’évaluation de l’effet des procédés (chauffage, digestion, procédé industriel, …) sur 
l’allergénicité d’un aliment ou d’une protéine purifiée, utilisent différentes méthodologies: 
- étude de la reconnaissance de la protéine purifiée naturelle / modifiée par les IgE de 
patients allergiques  
- capacité de dégranulation de cellules effectrices. Ces cellules peuvent provenir de patients 
allergiques à l’allergène d’origine (basophiles circulants). Elles possèdent dans ce cas à leur 
surface des IgE spécifiques de l’allergène. Les cellules effectrices peuvent également provenir 
de patients non allergiques ou correspondre à des lignées cellulaires humanisées : dans ces 
deux cas, les cellules sont passivement sensibilisées avec les IgE de patients allergiques. 
- évaluation des capacités de sensibilisation et de déclenchement de la réaction allergique 
(ou d’effets adjuvants) à l’aide de différents modèles animaux 
- utilisation de tests de provocation chez un individu allergique à l’allergène d’origine. 
 
Les caractéristiques de ces outils vont être développées. Nous ferons ensuite une revue 
de la littérature concernant l’étude de l’effet des procédés sur l’allergénicité des aliments. 




II.1.1. Tests in vitro de la réactivité des IgE 
II.1.1.1. Etude de la liaison IgE-allergène 
On peut mesurer la sensibilisation d’un patient à un allergène par immunoempreinte 
ou par dosage des IgE sériques spécifiques. 
II.1.1.1.a. Immunoempreinte 
Les immunoempreintes permettent de détecter les anticorps IgE spécifique d’un extrait 
allergénique donné dont les fractions protéiques/peptidiques sont séparées par électrophorèse 
(1D ou 2D), transférées sur membrane inerte puis incubées avec le sérum du patient. Les 
protéines reconnues par les IgE de patients sont révélées grâce à un anticorps anti-IgE 
humaines marqué. Cette technique est souvent utilisée lorsque l’on ne dispose pas d’un test de 
dosage des IgE spécifiques des protéines à tester. Elle permet notamment de visualiser 
l’« allergome » du patient, c’est-à-dire de révéler différentiellement et simultanément les 
différentes protéines auxquels le patient est sensibilisé. 
II.1.1.1.b. Dosage des IgE spécifiques 
Le dosage des IgE spécifiques dans le sérum du patient est réalisé par des techniques 
traditionnellement dénommées « RAST » (Radio Allergo-Sorbent Test) en référence à la 
première technique développée [227]. L’allergène, fixé à un support solide (plaques 96 puits, 
puces, …), est incubé avec le sérum à tester et les IgE spécifiques liées à cet allergène sont 
révélées par un anticorps anti-IgE marqué. Le marqueur radio-isotopique, initialement utilisé, 
est désormais remplacé par des marqueurs fluorescents ou enzymatiques (Enzyme Allergo-
Sorbent Test (EAST)). Les taux d’IgE mesurés sont exprimés en unités internationales par 
millilitre (UI/mL) ou en kilo-unités par litre (kU/L) (1 UI ou U correspondant à 2,4 ng d’IgE). 
Ces dosages sont semi-quantitatifs et utilisent une gamme étalon réalisée sur une phase solide 
revêtue d’un anticorps anti-IgE complémentaire de l’anticorps de révélation. 
La technique de dosage des IgE sériques spécifiques, reconnue comme la référence, 
est celle du Cap System® de Pharmacia dont le seuil de détection est 0,35 kU/L. En 1997, 
Sampson et Ho ont établi des valeurs seuils d’IgE spécifiques dirigées contre des aliments 
usuels, au-dessus desquelles les tests de provocation orale ont 95% de chance d’être positifs. 
Ces valeurs prédictives ont été calculées pour l’œuf (6 kU/L), le lait de vache (32 kU/L), 




l’arachide (15 kU/L) et le poisson (20 kU/L). Pour certains aliments comme le soja et le blé, 
ces valeurs prédictives ne peuvent pas être calculées [228]. D’autres études reposant sur des 
populations et des techniques différentes rapportent des valeurs prédictives légèrement 
différentes [229-232]. 
Les résultats des EAST peuvent être influencés par un taux élevé d’IgG spécifiques de 
l’allergène qui peuvent conduire à une sous-estimation du taux d’IgE spécifiques par 
compétition pour la liaison à l’allergène immobilisé [233]. Des dosages dans un format en 
capture d’IgE ont été développés permettant de s’affranchir de cette interférence avec les IgG 
spécifiques et d’augmenter ainsi la sensibilité du test [234-236]. Le principe de ces tests est de 
capturer les IgE avec un anticorps anti-IgE humaines immobilisé, puis de révéler les IgE 
spécifiques d’un allergène à l’aide de l’allergène marqué. Au laboratoire, ce format de dosage 
a été employé pour détecter les IgE spécifiques des allergènes purifiés de l’arachide avec des 
allergènes couplés directement à une enzyme, l’acétylcholinestérase (AChE). Ce format de 
dosage est plus sensible, et permet notamment de révéler des sérums qui sont des faux-
négatifs dans l’EAST classiquement utilisé [161].  
 
Des variantes de ces tests sont les tests par inhibition qui permettent de comparer la 
capacité de liaison aux IgE de deux allergènes différents, mais également de mettre en 
évidence des réactions croisées entre différents allergènes. 
Le principe des tests d’inhibition de RAST ou d’EAST réside dans la capacité de 
protéines en solution à inhiber la fixation des IgE spécifiques à l’allergène immobilisé. En cas 
d’interaction significative, une augmentation de la concentration du compétiteur inhibera 
progressivement puis complètement la liaison des IgE à l’allergène immobilisé. L’inhibition 
de référence est obtenue par incubation avec l’allergène correspondant à celui qui est 
immobilisé. Ce type de test a été développé dans le cadre de l’allergie au venin d’abeille [237] 
puis de l’allergie alimentaire à l’arachide [238]. De la même façon que pour le développement 
des dosages d’IgE spécifiques, les inhibitions peuvent être réalisées dans le format en capture 
d’IgE. Le principe réside alors dans la capacité des compétiteurs à inhiber la liaison des IgE à 
l’allergène marqué. Du fait de la meilleure sensibilité du dosage des IgE spécifiques dans ce 
format, les sérums peuvent être utilisés plus dilués, favorisant ainsi l’inhibition [161]. 
 
Il est à noter que ces tests mesurent une capacité de liaison aux IgE et évaluent donc la 
sensibilisation à un allergène. Le pontage des IgE liées à leur récepteur, et in fine l’activation 




des cellules effectrices, nécessite en théorie la liaison simultanée de deux IgE à deux épitopes 
distincts sur le même allergène. Ces tests qui mesurent une simple liaison des IgE à une 
protéine ne reflètent donc pas la fonctionnalité allergénique de celle-ci. 
II.1.1.2. Etude sur cellules effectrices 
L’obligation d’une liaison simultanée de deux molécules IgE liées aux cellules 
effectrices par un allergène rend les tests cellulaires plus proches des phénomènes 
physiologiques de la réaction allergique. 
Le principe des tests cellulaires est d’isoler les basophiles d’un patient allergique à 
partir d’un prélèvement sanguin, puis de les mettre en présence de l’allergène. Un marqueur 
de l’activation est finalement mesuré. La capacité d’un aliment à induire la dégranulation des 
basophiles peut être quantifiée par la mesure de libération de médiateurs tels que l’histamine 
[239] ou les leucotriènes [240]. L’augmentation de l’expression de marqueurs exprimés à la 
surface des basophiles activés comme le CD63 [241;242] ou le CD203c [243] peut également 
être analysée en cytométrie en flux. 
Cependant, certains patients ont des basophiles qui ne dégranulent pas suite à 
l’activation par des allergènes [244]. De plus, l’obtention de basophiles peut s’avérer délicate 
lorsque l’on s’intéresse au jeune enfant allergique. Nolte et coll. préconisent alors l’utilisation 
de basophiles provenant de donneurs non allergiques qui seront ensuite sensibilisés 
passivement avec les IgE sériques de patients allergiques [245]. 
Outre le problème éthique lié à l’utilisation de produits sanguins humains, l’obtention 
de basophiles de patients allergiques ou de donneurs non allergiques reste difficile. Les 
basophiles représentent en effet moins de 1% des cellules sanguines, nécessitant des 
prélèvements de volumes importants de sang pour réaliser ces tests. De plus, les basophiles 
doivent être fraîchement prélevés afin d’obtenir une bonne sensibilité. Pour pallier ces 
problèmes pratiques et éthiques, des lignées cellulaires immortalisées peuvent être utilisées à 
des fins de recherche. Ces lignées cellulaires sont des cellules RBL 2H3 (mastocytes de rat) 
humanisées, c’est-à-dire transfectées avec le FcεRI humain. Elles peuvent donc être 
sensibilisées passivement avec des sérums de patients allergiques puis activées par les 
allergènes. Le maintien et la multiplication de ces cellules en culture sont relativement aisés. 
Ces lignées cellulaires seront décrites plus en détail dans la première partie de cette thèse, 
paragraphe I.2. 
 




D’autres tests cellulaires existent, notamment l’étude de la prolifération et de la 
polarisation des lymphocytes T qui renseigne sur l’allergénicité des protéines dans les 
hypersensibilités retardées médiées par les lymphocytes T. 
II.1.2. Modèles animaux 
La pathogenèse de l’allergie alimentaire chez l’homme est complexe et met en jeu des 
prédispositions génétiques et immunitaires variables, ainsi que des facteurs environnementaux 
non contrôlables tels que les doses, fréquences et âge d’exposition. Aucun modèle animal ne 
permettra de prédire la prévalence et la sévérité d’une allergie dans une population exposée à 
une protéine. Cependant, l’évaluation de l’allergénicité d’une protéine ne nécessite pas 
forcément le développement d’un modèle « idéal » : une analyse point par point des 
différentes phases de l’allergie, sur différents modèles comme ceux présentés ci-dessous, 
pourra permettre de donner des éléments de réponses sur le potentiel allergénique de ces 
aliments. 
Idéalement, les modèles animaux doivent permettre de reproduire les caractéristiques 
de la réponse IgE (reconnaissance des mêmes protéines au sein d’un aliment et des mêmes 
épitopes au sein de ces protéines) et des symptômes observés chez le patient allergique. Il 
existe des modèles animaux de la phase de sensibilisation et de la phase de déclenchement de 
la réaction allergique. Des modèles animaux permettent également de mettre en évidence un 
effet adjuvant, c’est-à-dire l’augmentation (ou la diminution) de l’allergénicité d’une autre 
protéine. 
II.1.2.1. Evaluation du pouvoir sensibilisant 
Le potentiel sensibilisant de différentes protéines est étudié après administration de la 
protéine ou de l’aliment seul, c’est-à-dire sans adjuvant, afin que les propriétés sensibilisantes 
intrinsèques des protéines testées puissent s’exprimer. Dans ce contexte, le cobaye présente 
l’avantage de pouvoir être sensibilisé à différentes protéines par voie orale, reflétant le 
processus de sensibilisation chez l’homme [246] et permettant d’évaluer le potentiel de 
sensibilisation de protéines alimentaires. Cependant, l’utilisation de ce modèle reste limitée 
du fait des voies de polarisation de la réponse immunitaire qui diffèrent de celles observées 
chez l’homme, notamment pour l’induction des IgE, et qui sont peu décrites.  




D’autres modèles animaux, comme le rat et la souris, présentent l’avantage d’être 
génétiquement et immunologiquement mieux caractérisés. De plus, les outils et réactifs 
d’analyse de la réponse immunitaire induite chez ces animaux sont nombreux. A l’inverse, 
l’administration orale de protéines semble moins appropriée pour ces espèces, chez lesquelles 
elle induit plutôt un phénomène de tolérance orale [247;248]. Néanmoins, l’administration de 
blanc d’œuf ou de lait de vache par gavage (i.g.) sur plusieurs semaines chez le rat Brown 
Norway (BN) conduit à la production d’IgE et d’IgG aux spécificités identiques à celles 
présentées par les patients allergiques à ces protéines alimentaires [249]. Des protocoles plus 
courts, utilisant la voie d’administration intra-péritonéale (i.p.) ont par ailleurs été étudiés : 
des rats BN sensibilisés avec des protéines du lait de vache présentent un répertoire 
allergénique identique à celui observé avec les IgE de patients allergiques. La spécificité 
épitopique des IgE était très proche entre les patients allergiques et ce modèle animal 
[250;251]. Des tests d’administration i.p. de protéines seules ont également été effectués chez 
la souris BALB/c qui montre une dysrégulation de la production d’IgE liée à un 
développement biaisé vers le phénotype Th2 [252], mimant ainsi les patients atopiques. Le 
pouvoir sensibilisant est évalué par la mesure des réponses IgE et IgG spécifiques induites. La 
capacité des protéines testées à induire une réponse IgE spécifique chez une proportion 
importante des animaux traités semble refléter leur pouvoir sensibilisant chez l’homme [253]. 
Des études menées au laboratoire et comparant le potentiel sensibilisant de protéines non 
connues pour être allergéniques, modérément allergéniques (ΒLG) ou fortement allergéniques 
(Ara h 1) semble conforter l’utilisation de ce modèle [254]. 
Ainsi, malgré une voie de sensibilisation différente de celle observée chez l’homme, la 
souris BALB/c et le rat BN permettent, par la voie i.p., une étude pertinente du potentiel de 
sensibilisation des protéines alimentaires. 
D’autres modèles font également l’objet de développement chez des animaux plus 
grands comme le chien après sensibilisation au lait et à la farine [255] ou à l’arachide et à 
différentes noix [256], ou le porc [257] après sensibilisation à l’arachide. Les réponses 
observées chez ces animaux sensibilisés miment en partie le spectre de reconnaissance des 
IgE humaines, et reproduisent une partie des symptômes observés chez l’homme. 
II.1.2.2. Evaluation du pouvoir déclenchant 
Le déclenchement de la réaction allergique a également été étudié dans des modèles 
animaux visant à reproduire les symptômes observés chez l’homme. Il s’agit en général 




d’animaux qui ont été au préalable sensibilisés expérimentalement à la protéine ou à l’aliment 
par voie i.g. ou i.p. en présence d’adjuvant, assurant ainsi une production d’IgE optimale sur 
le plan qualitatif et quantitatif. Ces modèles peuvent alors permettre d’étudier les mécanismes 
immuno-pathologiques survenant au cours du déclenchement de la réaction allergique. Ainsi, 
l’analyse des médiateurs et des symptômes induits suite à un test de provocation par 
l’allergène (ou l’aliment) naturel versus modifié sont comparés. Un tel test permet donc 
d’évaluer les effets des modifications sur le potentiel déclenchant de l’allergène (ou aliment). 
 
Un modèle proposé par Li et coll. consiste à sensibiliser des souris C3H/HeJ par 
gavage i.g. avec du lait de vache en présence de toxine cholérique (TC). Suite à un test de 
provocation orale, les souris sensibilisées développent des symptômes systémiques et 
localisés : choc anaphylactique, augmentation de la perméabilité vasculaire et muqueuse dans 
l’intestin, inflammation pulmonaire [258]. Les animaux sensibilisés à l’arachide par la même 
méthode produisent des IgE reconnaissant parfaitement les allergènes majeurs Ara h 1 et 
Ara h 2. De plus, les régions immunodominantes de Ara h 2 sont reconnues de la même façon 
par les IgE murines et humaines. Après provocation, les manifestations cliniques sont 
également celles habituellement observées chez l’homme [259]. Ce modèle de sensibilisation 
par voie i.g. a été étendu avec succès à la souris BALB/c pour laquelle les allergènes du lait 
de vache et de l’arachide sont alors les mêmes que ceux identifiés chez l’homme. L’histamine 
dosée dans les fèces de ces souris après challenge oral par l’aliment sensibilisant met par 
ailleurs en évidence la survenue d’une réaction allergique locale au niveau intestinal [260]. 
Des travaux réalisés au laboratoire utilisant une sensibilisation i.p. en présence 
d’adjuvants tels que l’alum ou l’adjuvant incomplet de Freund (AIF) ont permis d’établir un 
modèle d’hyperréactivité bronchique chez la souris BALB/c, en utilisant un allergène du lait 
de vache, la βLG, comme modèle. Dans un premier temps, la caractérisation fine de la 
réponse IgE induites chez ces animaux a démontré la production d’IgE spécifiques de la βLG 
sous sa forme native lorsque l’alum est utilisé comme adjuvant. L’utilisation de l’AIF entraîne 
la production d’IgE contre la βLG dénaturée (forme réduite et carboxyméthylée, c’est-à-dire 
dénaturée du fait de la rupture des ponts disulfures de la protéine). Les IgE ainsi produites 
reconnaissent les même épitopes que ceux caractérisés chez l’homme. Dans un second temps, 
après sensibilisation par la βLG sous sa forme native, des tests de provocation ont été réalisés 
par voie intra-trachéale (i.t.) ou intra-nasale (i.n.), permettant respectivement l’analyse des 
marqueurs précoces (quelques minutes après le test de provocation) et tardifs (24 à 72 h après 




le test de provocation) de la réaction allergique. Les tests de provocation ont été réalisés avec 
la βLG sous conformation native ou sous forme dénaturée. Cette dernière forme ne comporte 
donc que les épitopes linéaires. Dans les deux cas, une libération d’histamine dans les lavages 
broncho-alvéolaires (LBA) est observée quelques minutes après la provocation i.t.. Une 
production de leucotriènes B4, C4 et E4 est également observée, mais exclusivement chez les 
animaux provoqués par l’allergène natif. A l’inverse, seule la βLG dénaturée induit une forte 
production de prostaglandine D2. Une obstruction bronchique est constatée 24 et 72 heures 
après la provocation i.n., particulièrement lorsque celle-ci est réalisée avec la βLG dénaturée. 
L’activation des lymphocytes de type Th2 est démontrée par la présence d’IL-4 et/ou d’IL-5 
dans les LBA. La présence d’éosinophiles est prépondérante dans les LBA des souris 
provoquées par la βLG native, mais leur afflux dans le tissu pulmonaire est important dans les 
deux cas. Ainsi, selon la structure de l’allergène déclenchant, des distorsions de réponses sont 
constatées, alors même que la séquence d’acides aminés est identique. Ce modèle peut donc 
permettre de mettre en évidence l’effet inattendu de modifications fines dans la structure de 
l’allergène [261].  
II.1.3. Tests de provocation chez l’homme 
Les tests de provocation chez l’homme permettent de confirmer le diagnostic quant à 
l’implication d’un aliment et/ou plus rarement d’une protéine chez un patient allergique. 
II.1.3.1. Tests cutanés 
Les tests cutanés d’allergie consistent à mettre en contact les mastocytes dermiques 
avec les allergènes à tester. Si les mastocytes sont porteurs des IgE spécifiques 
correspondantes, une dégranulation spécifique est induite provoquant la libération des 
différents médiateurs chimiques contenus dans les granules. Ce phénomène est responsable de 
modifications cutanées liées à l’inflammation, notamment l’apparition d’un œdème dont on 
mesure la papule en millimètres. L’induction de la réaction allergique est locale. Elle écarte 
tout risque de réactions systémiques sévères, et permet d’envisager le test simultané de 
différents aliments/protéines, éventuellement avant/après modifications. 
Parmi les tests cutanés, les méthodes les plus fréquemment utilisées sont le « skin 
prick test » (SPT) : un extrait protéique en solution issu de l’aliment suspecté est déposé sur 
l’avant bras ou sur le dos du patient. Une petite effraction de l’épiderme est réalisée à l’aide 




d’une petite pointe cylindrique calibrée d’un millimètre de diamètre, permettant de mettre au 
contact l’allergène avec les mastocytes cutanés [262]. Des témoins négatif (diluant) et positif 
(histamine, 1 mg/mL) servent d’éléments de comparaison pour apprécier la significativité et 
l’amplitude de la réaction allergique. Les résultats finaux sont relevés par rapport à ces 
témoins au bout de 15 minutes [263]. La réaction est considérée comme positive si le 
diamètre de l’induration est supérieure d’au moins 3 mm à celle du témoin négatif [263]. Le 
SPT est sensible, mais s’avère peu spécifique. Jusqu’à 35% des patients dont le SPT est 
positif n’ont pas d’allergie confirmée par test de provocation oral en double aveugle, et les 
résultats sont fortement dépendants de l’allergène et de la qualité de l’extrait allergénique 
utilisé [264-266]. Toutefois, des valeurs prédictives de la taille de la papule au-dessus 
desquelles les TPO ont 95 % de probabilité d’être positifs ont été déterminées pour l’allergie 
au lait de vache et à l’œuf. Elles sont de 12,5 et 13 mm respectivement [267]. Cependant, 
l’intensité des réactions cutanées obtenues n’est pas directement corrélée à la 
symptomatologie observée lors des TPO [268;269]. 
Un autre test, le prick-prick test peut également être réalisé. Dans ce test, la pointe 
calibrée est dans un premier temps introduite dans l’aliment suspecté puis directement dans la 
peau du patient. La papule est ensuite mesurée comme précédemment. 
II.1.3.2. Test de provocation orale  
Les tests de provocation orale (TPO) peuvent être réalisé directement (le patient sait 
qu’il reçoit l’aliment suspecté), ou en simple ou en double aveugle (DBPCFC pour « double-
blind, placebo-controlled food challenge » : ni le patient ni le personnel médical ne sait si la 
substance donnée contient l’allergène suspecté).  
Le DBPCFC est la méthode de référence pour diagnostiquer une allergie alimentaire. 
Il permet d’authentifier l’allergie alimentaire en provocant les symptômes cliniques et en 
précisant la dose réactogène. Lors de ce test de provocation, l’aliment est dissimulé dans un 
aliment non représentatif, dit véhicule. Les doses ingérées sont progressivement croissantes, 
toutes les 20 à 30 minutes en l’absence de symptôme. Le placebo est donné avec la même 
progression. Les signes cliniques objectifs concernant les organes suivants sont pris en 
compte : la peau (érythème, prurit, eczéma, urticaire,  œdème), l’appareil bucco-pharyngo-
laryngé (rhino-conjonctivite, syndrome oral, prurit oropharyngé, œdème labial, œdème 
laryngé, dysphagie), les poumons (toux sèche, sifflement, dyspnée, chute du débit  expiratoire 
de pointe ou du volume expiratoire maximum/seconde (VEMS), crise d’asthme), l’appareil 




digestif (diarrhée, nausée, vomissement, douleur abdominale), l’appareil cardio-vasculaire 
(chute de la pression artérielle, augmentation de la fréquence cardiaque) [270]. Compte tenu 
du risque important, le test est immédiatement interrompu à la moindre manifestation et 
seules les premières réactions peuvent être observées. Il est de plus nécessaire de réaliser les 
TPO dans une structure hospitalière, apte à prendre en charge des réactions allergiques graves, 
géographiquement proche d’une unité de soins intensifs, avec un personnel médical et 
paramédical spécialisé [271]. 
Ce test permet de déterminer la quantité d’aliment qui déclenche une réaction 
(LOAEL pour Lowest Observed Adverse Effect Level) et la plus petite dose qui ne déclenche 
pas de réactions (NOAEL pour No Observed Adverse Effect Level). Ces doses sont des 
données très importantes pour évaluer le potentiel allergénique d’un aliment/protéine. 
Cependant, elles ne semblent pas être corrélées avec la sévérité de la réaction clinique, ni avec 
la taille du test cutané ou la valeur des IgE spécifiques [143]. Cependant, ce test est contre-
indiqué si le patient a une allergie alimentaire sévère, notamment de type anaphylactique. 
L’étude de l’allergénicité par ce test exclut donc la population d’allergiques ayant des 
symptômes sévères. De plus, cette méthode, qui nécessite l’hospitalisation de la personne, est 
lourde, contraignante, et les symptômes engendrés au cours de ce test peuvent être sévères. 
Pour des raisons éthiques et pratiques, ce test ne peut donc pas être effectué à des fins de 
recherche : il est effectué pour diagnostiquer une allergie alimentaire et définir les doses 
réactogènes et symptômes associés qui y sont associés. Peu d’études portant sur l’allergénicité 
des aliments peuvent donc être confirmées par DBPCFC. 
II.2. EFFET DES TRAITEMENTS SUR L’ALLERGENICITE DES 
ALIMENTS 
Il a été suggéré que la résistance d’un allergène alimentaire aux procédés industriels, 
culinaires puis à la digestion gastro-intestinale est une caractéristique commune des allergènes 
alimentaires. L’idée sous-jacente est que les allergènes alimentaires doivent atteindre le 
système immunitaire intacts, ou du moins sous une forme capable d’y induire une réponse 
immunitaire spécifique [131;272]. Etudier les effets des différents traitements que subissent 
les aliments sur leur allergénicité permet également de mieux comprendre la relation entre la 
structure d’une protéine et son allergénicité. 





La stabilité d’un certain nombre d’allergènes connus du soja, de l’arachide, de la 
moutarde, de l’œuf et du lait avaient initialement été étudiée en 1996 par Astwood et coll., 
dans un test in vitro simulant la digestion gastrique. Après la digestion, la 
dégradation/résistance des protéines était suivie par électrophorèse SDS-PAGE 
(électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de SDS) en conditions dénaturantes. 
Ces premiers travaux démontraient que la plupart des allergènes étudiés étaient caractérisés 
par une résistance à la dégradation après 60 min de digestion gastrique simulée. A l’inverse, 
les protéines contrôles non allergéniques se révélaient être très rapidement dégradées. Ces 
résultats suggéraient donc que la résistance à la digestion gastrique est une caractéristique des 
allergènes [272]. Cependant, en comparant la résistance à la digestion d’un grand nombre 
d’allergènes et de protéines non connues pour être allergéniques mais ayant des fonctions 
biologiques similaires, Fu et coll. ont montré que la majorité des protéines résistantes à la 
digestion gastroduodénale ne sont pas forcément des allergènes [273].  
Bien que des méthodes standardisées de mesure de la résistance à l’action de la 
pepsine aient été proposées pour permettre une évaluation de l’allergénicité des « Nouveaux 
Aliments » [274], de nombreux modèles de digestibilité in vitro ont maintenant été 
développés. Ils utilisent la pepsine (digestion gastrique) et la trypsine/chymotrypsine 
(digestion duodénale) dans des conditions plus physiologiques.  Les valeurs réelles du pH et 
de son évolution, du ratio enzyme:protéine sont prises en compte, ainsi que la présence 
d’agents surfactants pouvant conduire à des modifications de structure des protéines 
alimentaires, les protégeant éventuellement des attaques enzymatiques [275]. Les profils 
électrophorétiques en SDS-PAGE réalisés avant et après digestion permettent d’observer la 
disparition ou non de la protéine intacte au profit de l’apparition de peptides de plus faible 
masse moléculaire. Les analyses en électrophorèse en conditions dénaturantes, peu sensibles, 
ne permettent pas d’évaluer l’immunoréactivité résiduelles des fragments générés lors de la 
digestion, ni les (ré)associations éventuelles de ces fragments peptidiques en entités 
immunoréactives. A titre d’exemple, même si les fragments protéiques générés au cours de la 
digestion du kiwi ne sont pas visibles par SDS-PAGE, ils peuvent être détectés par 
immunoempreinte [276]. De plus, ce n’est pas parce qu’un allergène est dégradé que les 
produits de dégradation ne sont plus immunoréactifs. Ainsi des analyses permettant 
d’observer et d’évaluer l’immunoréactivité et les structures des digestats sont nécessaires. Ces 




analyses reposent sur des techniques électrophorétiques en conditions non dénaturantes et des 
immunoempreintes avec des IgE de patients allergiques, des études de capacité de liaison aux 
IgE par tests enzymo-immunologiques directs ou en inhibition, des études du potentiel de 
dégranulation dans des tests cellulaires ou in vivo par SPT. 
Ainsi, même si la comparaison des différentes études réalisées jusqu’à maintenant 
n’est pas aisée du fait de méthodologies variées, elles mettent en évidence une différence de 
résistance à la digestion entre les allergènes alimentaires vrais et incomplets. Il a, par 
exemple, été rapporté que les patients allergiques au kiwi ayant des symptômes oraux 
(réaction secondaire croisée avec l’allergène du bouleau Bet v 1) sont sensibilisés à des 
allergènes qui sont rapidement dégradés par la digestion gastrique et/ou duodénale, alors que 
les patients ayant des réactions systémiques sont sensibilisés à des allergènes résistants à la 
digestion [276]. Nous allons donc voir plus en détail l’effet de la digestion sur les allergènes 
alimentaires vrais, capables de sensibiliser et de déclencher la réaction allergique au niveau du 
tractus gastro-intestinal, et sur les allergènes alimentaires incomplets, incapables de 
sensibiliser un individu de novo mais pouvant induire des réactions allergiques chez des 
individus déjà sensibilisés à des allergènes homologues. 
II.2.1.1. Effet de la digestion sur l’allergénicité des  allergènes vrais 
Beaucoup d’allergènes alimentaires d’origine végétale appartiennent à la superfamille 
des prolamines, qui comprend les protéines de transfert de lipides non-spécifique (nsLTP) 
(Pru p 3 de la pêche, Pru av 3 de la cerise, Cor a 8 de la noisette, Vit v 1 du raisin, …), les 
albumines 2S (Ara h 2 et Ara h 6 de l’arachide, Ber e 1 de la noix du Brésil, Ses i 1 du 
sésame, …), les inhibiteurs d’α-amylase et de protéase ainsi que les prolamines de céréales 
[277]. Ces protéines ont une structure très compacte due à la présence de nombreux ponts 
disulfures, masquant les sites de clivage enzymatique et leur conférant ainsi une forte 
résistance à la digestion par la pepsine. Ainsi, l’allergène de la cerise Pru av 3 n’est pas 
dégradé après 2 h de digestion gastrique et est toujours immunologiquement actif [278]. Les 
albumines 2S de l’arachide sont également fortement résistantes à la dégradation enzymatique 
et malgré une dégradation partielle, leur immunoréactivité est conservée [185]. Pour certains 
allergènes de la superfamille des prolamines, la résistance à la digestion gastroduodénale peut 
également n’être que partielle mais elle conduit à la génération de fragments protéiques 
conservant une immunogénicité et une réactivité suffisante pour induire la sensibilisation et le 
déclenchement de la réaction allergique au niveau gastro-intestinal. C’est le cas pour la nsLTP 




du raisin (Vit v 1) qui est partiellement dégradée par digestion gastroduodénale et qui conduit 
à la génération d’un fragment peptidique d’environ 6000 Da présentant la même capacité de 
liaison aux IgE et le même pouvoir de dégranulation des basophiles que l’allergène natif 
[279]. Suite à la digestion gastroduodénale de l’albumine 2S de la noix du Brésil (Ber e 1), 
très peu de protéines demeurent intactes et des petits fragments sont générés. Ces fragments 
s’assemblent via des ponts disulfures en une entité d’une masse d’environ 5000 Da qui 
contient les épitopes T et B identifiés sur cet allergène [280]. 
D’autres allergènes alimentaires d’origine végétale appartiennent à la superfamille des 
cupines qui comprend les vicilines et les légumines. Ces protéines ont en commun une 
structure en tonneaux β qui semble être stable à la protéolyse [277;281]. Dans le cas de la 
globuline 7S de l’arachide (Ara h 1), de nombreux épitopes de cet allergène sont préservés 
malgré une hydrolyse par la pepsine [282]. D’autres études plus récentes ont montré que la 
digestion in vitro de Ara h 1 conduit à une dégradation très rapide de la protéine. Toutefois, 
les produits issus de cette dégradation s’organisent en agrégats qui seraient responsables de la 
forte allergénicité de Ara h 1 après digestion [118;186]. 
Certaines familles de protéines impliquées dans la défense des végétaux contre le 
stress ou les infections sont également responsables de réactions allergiques. Une étude 
récente a précisé les changements de structures qui ont lieu durant la digestion 
gastroduodénale de deux des allergènes du kiwi, l’actinidine Act d 1 et la protéine homologue 
de la thaumatine, Act d 2. Pendant la digestion gastrique à pH 2, Act d 1 précipite et la 
digestion de la protéine agrégée est lente. Le précipité résiduel se redissout ensuite 
complètement dans le fluide de digestion duodénale à pH 6,5 et est partiellement dégradé. 
Tandis que 40% de Act d 2 restent intacts après digestion gastrique, les protéases duodénales 
clivent les protéines résiduelles en de grands fragments qui se réassocient de façon covalente 
par des ponts disulfures. Après digestion gastroduodénale, malgré ces importants 
changements de structure, ces deux protéines montrent des capacités de liaison aux IgE 
pratiquement équivalentes à celles des protéines non digérées [283]. 
Pour ce qui est des allergènes alimentaires d’origine animale, il semble qu’il n’y ait 
pas de règle quant à leur sensibilité à la digestion. Certains apparaissent sensibles à la 
digestion, comme par exemple les allergènes du poisson [284], du buccin [285] ou des 
viandes de bœuf et de mouton [286] pour lesquels la digestion entraîne non seulement une 
destruction, mais également une perte de leur immunoréactivité vis-à-vis des IgE de patients 
allergiques. A l’inverse, d’autres allergènes animaux tels que la βLG du lait de vache sont 




caractérisés par une certaine résistance à la dégradation par la pepsine [275;287]. Différentes 
cinétiques de digestion duodénale sont en effet observées pour les protéines du lait de vache. 
L’α-lac et la βLG sont hydrolysées beaucoup plus lentement que les caséines [288]. 
Cependant, les travaux déjà anciens de Haddad [289] confirmés par Selo et coll. [290] ont 
montré que l’allergénicité de la βLG n’était pas directement liée à sa résistance à la digestion 
ni associée à l’intégrité de la molécule. Au contraire, la protéolyse de la βLG peut augmenter 
sa capacité de liaison aux IgE de certains patients allergiques en révélant des épitopes enfouis 
au sein de la structure tertiaire de la protéine. 
D’autres allergènes animaux sont caractérisés par une certaine résistance à la digestion 
comme l’ovomucoïde de l’œuf ou la tropomyosine de la crevette [291]. Urisu et coll. [292] et 
Yamada et coll. [293] ont démontré que la digestion gastroduodénale de l’ovomucoïde de 
l’œuf génère des fragments résistants conservant une capacité de liaison aux IgE. Les auteurs 
ont également remarqué que les IgE de patients sensibilisés à l’œuf (présence d’IgE 
spécifiques et SPT positifs) mais n’ayant pas d’allergie clinique à l’œuf (TPO négatif) ont une 
plus faible immunoréactivité vis-à-vis des digestats trypsiques et chymotrypsiques que les IgE 
des patients ayant une allergie à l’œuf prouvée par TPO positif. 
II.2.1.2. Effet de la digestion sur l’allergénicité des allergènes incomplets 
Parmi les allergènes incomplets, on retrouve les allergènes homologues de l’allergène 
du pollen de bouleau Bet v 1 qui induisent des réactions allergiques localisées dans la cavité 
buccale chez des sujets ayant une pollinose au bouleau. Ils sont notamment présents dans la 
pomme (Mal d 1), la noisette (Cor a 1.04), le céleri (Api g 1) ou la cerise (Pru av 1). Les 
allergènes homologues de Bet v 1 sont rapidement dégradés lors de la digestion gastrique. Les 
produits de la digestion perdent rapidement leur capacité de se lier aux IgE et donc de 
provoquer une libération d’histamine au niveau intestinal. Cependant, certains de ces 
allergènes restent capables d’induire la prolifération des cellules T après digestion, pouvant 
expliquer l’apparition de symptômes cutanés T-dépendants [278;294]. Une autre famille de 
protéines, connue pour avoir des réactions croisées avec Bet v 2 du pollen de bouleau, est la 
famille des profilines, incluant Pru av 4 de la cerise, Pyr c 4 de la poire et Api g 4 du céleri 
[295]. Ces allergènes sont également rapidement dégradés par digestion gastroduodénale, 
dégradation s’accompagnant d’une perte de leur immunoréactivité [278;296]. 
Une autre catégorie d’allergènes incomplets appartient à la famille des chitinases de 
classe I et est impliquée dans des réactions croisées avec l’hévéine (Hev b 6.02) et/ou la 




profiline (Hev b 8) du latex. Parmi ces allergènes, on retrouve Prs a 1 de l’avocat ou Mus xp 1 
de la banane [297-299]. Yamagi et coll. ont montré que la plupart de ces protéines purifiées 
du latex, de la pomme-de-terre, ou de différents fruits (avocat, kiwi, banane, melon et pêche) 
sont dégradées après 8 min de digestion gastrique et ne montrent plus d’immunoréactivité 
avec les IgE de patients allergiques au latex [300]. Ces résultats ont été confirmés par Lucas et 
coll. chez des patients allergiques au kiwi qui ont des symptômes oraux (allergie secondaire 
avec le latex). Ces patients sont sensibilisés à des allergènes qui se dégradent rapidement au 
cours de la digestion [276]. Cependant, bien que le digestat de Prs a 1 de l’avocat, ne montre 
plus de fragments détectables par SDS-PAGE, ni par immunoempreinte avec des IgE de 
patients allergiques, des tests d’inhibition de la liaison des IgE spécifiques ont montré que 
certains peptides issus de la digestion ont conservé une forte capacité de liaison aux IgE. De 
plus, les digestats de Prs a 1 provoquent des SPT positifs chez certains patients [301]. 
Ces études de résistance à la protéolyse permettent en partie d’expliquer pourquoi les 
allergènes alimentaires incomplets sont incapables de sensibiliser l’organisme de novo. Ils 
sont cependant capables de déclencher chez des sujets déjà sensibilisés une réaction 
allergique, qui conduit généralement à un syndrome oral résultant d’une allergie croisée avec 
des allergènes du pollen de bouleau ou du latex. Ainsi, même si ces allergènes sont 
rapidement dégradés au cours de la digestion, des réactions allergiques localisées dans la 
cavité orale ont lieu avant la digestion de l’allergène par l’individu. Certains de ces allergènes 
incomplets peuvent néanmoins conserver une faible immunoréactivité après digestion, tel que 
Prs a 1 par exemple. 
 
Des facteurs autres que la simple résistance à la digestion, rentrent en jeu pour 
expliquer l’allergénicité d’une protéine. Il est à noter par exemple que l’abondance relative 
d’un allergène influence la dose d’allergène qui survit à la digestion gastroduodénale [302]. 
Ainsi certaines protéines allergéniques, fortement présentes dans certains aliments, 
représentent une part importante de l’apport protéique de l’alimentation. La forte quantité 
ingérée limiterait leur dégradation par la digestion gastroduodénale. Cela pourrait être la 
raison de leur fort potentiel de sensibilisation et de déclenchement de la réaction allergique au 
niveau gastro-intestinal. De plus, il a été montré qu’une augmentation du pH de 1,5 à 2,5 
réduit significativement la dégradation des allergènes du kiwi [276]. Il est donc important de 
bien contrôler les différents paramètres dans ces modèles de digestion in vitro. Le pH et le 




ratio de protéases par rapport à la quantité de protéines ne sont en effet pas toujours 
équivalents d’une étude à l’autre. 
Il est également important de prendre en compte la susceptibilité individuelle in vivo. 
Des études de digestibilité in vivo du lait de vache et de l’arachide ont en effet été menées 
chez des sujets non allergiques lors du programme européen Allergest [303]. L’analyse des 
prélèvements gastriques a montré que les profils de digestion sont très variables d’un sujet à 
l’autre, confirmant l’existence de « digesteurs lents » et de « digesteurs rapides ». La 
digestion gastrique in vivo de l’arachide conduit néanmoins à des résultats comparables à 
ceux obtenus in vitro : dégradation rapide de Ara h 1 et plus lente de Ara h 2 et Ara h 6, 
génération de fragments peptidiques, et conservation de l’immunoréactivité de l’arachide. A 
l’inverse, dans le cas du lait de vache, la digestion conduit à une perte de l’immunoréactivité 
de la βLG et des caséines [161;303]. Ces études de digestion in vivo ont cependant été 
réalisées chez l’adulte, pour lequel les conditions de digestion ne sont pas les mêmes que chez 
l’enfant de moins de 3 ans, majoritairement concerné par l’allergie au lait de vache. 
II.2.2. Traitements thermiques 
Le chauffage peut également altérer la structure des protéines, ce qui peut entraîner 
une modification de leur allergénicité et/ou de leur susceptibilité à la digestion. La nature et 
l’importance des changements qui se produisent dépendent de la température et de la durée de 
chauffage, ainsi que des caractéristiques intrinsèques de la protéine et des conditions physico-
chimiques de l’environnement dans lesquelles le traitement s’effectue. Les traitements 
thermiques entraînent typiquement la perte de la structure tertiaire (réversible), la perte de la 
structure secondaire (55-70°C), le clivage des ponts disulfures (70-80°C), la formation de 
nouvelles interactions intra-/intermoléculaires, un réarrangement des ponts disulfures (80-
90°C) et la formation d’agrégats (90-100°C) [304]. Des modifications chimiques des 
protéines peuvent également se produire à plus hautes températures (100-125°C et plus). 
Au cours des traitements thermiques, différentes réactions peuvent se produire. Les 
réactions de Maillard, ou brunissements non-enzymatiques, sont l'ensemble des interactions 
résultant de la réaction entre un sucre réducteur et un groupement aminé. Ces réactions 
peuvent se produire lors du chauffage des aliments, entre les résidus lysine d’une protéine et 
les sucres de la matrice alimentaire. D’autres types de modifications peuvent impliquer la 




liaison de lipides oxydés avec les protéines et ainsi contribuer à la formation d’une nouvelle 
structure immunologiquement réactive. 
Il semble qu’il n’y ait pas de règles générales en ce qui concerne les conséquences 
d’un traitement thermique sur l’allergénicité. Certains allergènes, ou mieux certains aliments 
allergéniques, sont décrit comme étant résistants à la chaleur (comme le lait, l’œuf, le poisson, 
l’arachide), alors que d’autres sont considérés comme étant partiellement stables (soja, 
céréales, céleri, noix) ou labiles (fruits de la famille des Rosacées et les carottes) [305]. Dans 
la littérature, il y a de grandes différences dans les protocoles de chauffage utilisés tant au 
niveau du matériel utilisé (allergène purifié versus aliment entier), de la température, de la 
durée, que des conditions dans lesquelles sont réalisées ce chauffage (à sec, en solution 
aqueuse, dans une solution contenant des sucres, des lipides, …). Il y a également une grande 
diversité des méthodes employées pour évaluer l’allergénicité de ces protéines modifiées. Il 
est donc difficile de comparer les résultats de ces expériences. 
II.2.2.1. Effet du chauffage sur les allergènes purifiés 
Nous allons tout d’abord nous attacher à étudier les résultats obtenus pour des 
allergènes purifiés, dans des protocoles n’induisant pas de produits de la réaction de Maillard, 
c’est-à-dire l’effet du chauffage seul. 
Dans ces protocoles, il semblerait que, comme pour la résistance à la digestion, les 
allergènes incomplets soient moins résistants aux procédés thermiques que les allergènes 
alimentaires vrais. Ainsi, les prolamines sont assez résistantes aux traitements thermiques. A 
titre d’exemple, les nsLTP de la cerise (Pru av 3) et de la pomme (Mal d 3) conservent leur 
allergénicité après traitement thermique modéré [278;306] même s’il a été montré que des 
traitements thermiques plus sévères peuvent induire une diminution significative de 
l’immunoréactivité de Mal d 3 [306]. Quant au chauffage des allergènes incomplets, il 
entraîne généralement la perte de leur allergénicité. Bohle et coll. ont montré que la capacité 
des allergènes recombinants Bet v 1 (pollen de bouleau), Mal d 1 (pomme), Api g 1 (céleri) et 
Dau c 1 (carotte) à induire la dégranulation de cellules effectrices n’est pas modifiée par le 
chauffage 30 min à 40°C des protéines. A 60°C, une perte totale de la capacité de 
dégranulation est constatée pour Api g 1. Pour les autres protéines, cette perte complète a lieu 
après chauffage à 80 ou 100°C [307]. La perte de l’immunoréactivité des IgE des protéines 
homologues à Bet v 1 est également confirmée au travers d’autres études pour Pru av 1 de la 
cerise [278] et de Prs a 1 de l’avocat [308]. 




II.2.2.2. Effet de la génération de produits de la réaction de Maillard au cours 
du chauffage 
De nombreuses études tentent de reproduire des interactions qui peuvent avoir lieu 
dans l’aliment. Ainsi, en chauffant l’allergène purifié en présence de différents sucres, des 
produits de la réaction de Maillard sont formés. 
La formation de produits de Maillard au cours du chauffage de protéines peut avoir un 
effet protecteur. C’est en effet le cas pour Mal d 3 (nsLTP de la pomme) pour qui un 
chauffage drastique à 100°C pendant 2 h sans glucose entraîne la diminution d’un facteur 30 
de sa capacité de liaison aux IgE et d’un facteur 100 à 1000 de sa capacité à induire la 
dégranulation des cellules effectrices. La capacité de liaison aux IgE n’est réduite que d’un 
facteur 2 et la capacité à induire la dégranulation d’un facteur 10 par ajout de glucose pendant 
le chauffage [306]. 
Ces produits de la réaction de Maillard générés pendant le chauffage peuvent même 
être à l’origine d’une allergénicité accrue de la protéine. Gruber et coll. ont en effet montré 
que le traitement thermique de Ara h 2 recombinant en présence de sucres induit une 
augmentation significative de sa capacité de liaison aux IgE. Curieusement, ni les 2 résidus 
lysine de Ara h 2 ni sa partie N-terminale ne sont impliqués dans la formation par la réaction 
de Maillard de ces structures fortement affines, mais il semblerait que ce soient des acides 
aminés non basiques qui aient pu lier les sucres [309]. De la même façon, Maleki et coll., ont 
montré que Ara h 1 et Ara h 2, après réaction de Maillard (incubation à 55°C pendant 10 jours 
avec 200 mM de différents sucres) présentent des réactivités différentes : elles sont plus 
immunoréactives, plus stables aux traitements thermiques et à la digestion gastroduodénale 
[310]. 
II.2.2.3. Effet du chauffage sur l’aliment entier 
Les traitements thermiques réalisés sur des aliments entiers permettent de prendre en 
compte les interactions éventuelles avec d’autres composants de l’aliment, réactions de 
Maillard mais également interactions avec des lipides et/ou d’autres protéines. 
La résistance aux traitements thermiques varie pour les différentes protéines d’un 
même aliment. Une extraction de maïs, réalisée avant et après un traitement thermique de 160 
minutes à 100°C, montre que l’immunoréactivité des bandes de haut poids moléculaire est 
pratiquement éliminée mais que le traitement thermique n’affecte pas l’immunoréactivité des 




nsLTP [311]. Une autre étude révèle la présence d’une protéine résistante de 50 kDa dans une 
préparation de polenta cuite pendant 30 min [312]. 
La prévalence de l’allergie à l’arachide dépend des habitudes alimentaires et du type 
de cuisson traditionnellement utilisé dans les populations de différents pays [313]. En effet, le 
traitement thermique des arachides à des températures assez faibles tels que les faire bouillir 
(100°C) ou frire (120°C), entraîne des changements de conformation mais ne génère pas de 
produits de la réaction de Maillard, et les propriétés allergéniques de l’arachide ainsi chauffée 
sont inchangées. A l’inverse, lorsque des produits de la réaction de Maillard sont générés, 
l’allergénicité de l’arachide est augmentée. Maleki et coll. ont étudié l’allergénicité d’extraits 
protéiques d’arachides crues ou grillées (généralement à 140°C pendant 40 min). L’affinité 
apparente des IgE spécifiques est augmentée environ d’un facteur 90 pour les arachides 
grillées vs crues [310]. Cette augmentation de l’allergénicité est due à la formation de produits 
de la réaction de Maillard, ainsi qu’au démasquage d’épitopes lors du grillage de l’arachide 
[282;314]. Mondoulet et coll. ont plus récemment comparé l’allergénicité des protéines 
d’arachide extraites d’arachide crue, bouillie ou grillée. Ils n’a pas été observé de différence 
d’immunoréactivité entre l’extrait protéique issu d’arachide grillée vs crue. Par contre, 
l’immunoréactivité IgE des allergènes purifiés Ara h 1 et Ara h 2 issus de l’arachide grillée 
est plus élevée que celle des mêmes allergènes extraits de l’arachide bouillie ou crue. Par 
ailleurs, la capacité de liaison aux IgE de l’extrait protéique issu d’arachide bouillie s’est 
révélée être 2 fois plus faible que pour les extraits protéiques d’arachide crue ou grillée. Cette 
diminution d’allergénicité pourrait s’expliquer par le transfert dans l’eau de cuisson de 
protéines de faible poids moléculaire liant les IgE [315]. 
A l’inverse de l’arachide, le grillage de la noisette réduit significativement son 
allergénicité. Hansen et coll. ont ainsi montré que dans une population de patients allergiques 
au pollen de bouleau et à la noisette crue (impliquant donc les homologues de Bet v 1), le 
grillage réduit significativement l’allergénicité des noisettes. Il apparaît que l’affinité 
apparente des IgE spécifiques est diminuée d’un facteur 100 environ après grillage de la 
noisette [225]. 
En ce qui concerne les allergènes d’origine animale, il semble que la cuisson dénature 
un certain nombre de protéines, certaines demeurant tout de même résistantes et conservant  
un potentiel allergique comme la crevette [316]. La cuisson de la viande et du poisson génère 
la formation de conglomérats qui ont une réactivité vis-à-vis des IgE de patients allergiques 
[317;318]. D’autre part, faire bouillir du lait permettrait de diminuer son allergénicité par 




dénaturation d’allergènes majeurs tels que la βLG [200;319]. A l’inverse, la pasteurisation du 
lait (chauffage à 75°C) semble en augmenter légèrement l’allergénicité [320]. 
II.2.2.4. Impact sur la digestibilité 
La cuisson peut également avoir un impact sur la digestibilité des allergènes par la 
suite. A titre d’exemple, Simonato et coll. ont montré que pendant la digestion in vitro de pâte 
à pain non cuite, les protéines liant les IgE de patients allergiques ont tendance à disparaître 
tandis que la reconnaissance par les IgE de protéines allergènes est conservée au cours de la 
digestion de la mie et de la croute du pain cuit [321]. 
II.2.3. Autres procédés industriels 
Au cours de la préparation des aliments dans l’industrie, de nombreux procédés sont 
utilisés et peuvent avoir un effet sur l’allergénicité des aliments. Les préparations industrielles 
sont souvent le résultat d’un enchaînement de procédés technologiques multiples et variés. 
Ces traitements industriels (cuisson, hydrolyse, désamidation, protéolyse, modification du pH, 
raffinage, etc.) ont en général pour but la stabilisation, la conservation et l'homogénéisation 
des produits, et non pas une diminution de l'allergénicité des aliments, excepté pour les laits et 
aliments infantiles hypoallergéniques. Outre l’effet du chauffage que nous avons déjà abordé, 
ces procédés auront des effets variables sur l’allergénicité selon l’aliment et le traitement 
considérés. 
II.2.3.1. Diminution du potentiel allergénique 
Une préparation industrielle à base de kiwi incluant, entre autres procédés 
mécaniques, 4 étapes de traitements thermiques dans différentes conditions (90°C pendant 5 
min, 115°C pendant 15s, 110°C pendant 15s et finalement 21min à 65°C) entraîne une perte 
totale de l’allergénicité des protéines de kiwi, les SPT et les DBPCFC étant négatifs chez tous 
les patients allergiques au kiwi testés [322]. L’étude de Scheurer et coll. a comparé la 
réactivité de l’allergène de cerise Pru av 1 extrait d’un jus de fruits, de cerises confites ou de 
confiture. L’immunoréactivité de Pru av 1 est totalement perdue dans le jus de fruits, et 
légèrement conservée dans les confitures et les fruits confits [278]. 




Concernant les produits animaux, la fermentation entraîne une légère diminution de 
l’allergénicité du lait de vache [323;324]. Les procédés industriels de chauffage, les 
homogénats de bœuf ou la lyophilisation du bœuf abolit complètement l’allergénicité de la 
viande de bœuf [325]. 
II.2.3.2. Conservation/protection du potentiel allergénique 
Des préparations industrielles à base de mangue, une purée et un nectar, qui subissent 
de nombreux procédés, dont des procédés thermiques et mécaniques, ne montrent pas de 
modification de l’allergénicité de la mangue [326]. De même, l’allergénicité des protéines 
d’amande est inchangée après des traitements comme le grillage à sec, le chauffage sous haute 
pression, le blanchiment ou le chauffage au micro-onde [327]. L’ébullition, le chauffage sous 
haute pression, le chauffage au micro-onde ou l’extrusion induisent peu de changement dans 
le profil protéique en SDS-PAGE et dans la reconnaissance par immunoempreinte des 
allergènes du lupin. Seul un chauffage sous haute pression pendant 30 min à 138°C a des 
effets importants sur l’intégrité de la structure protéique et anéantit l’allergénicité des 
protéines de lupin. Toutefois, ce traitement génère un nouveau fragment protéique 
immunoréactif [328]. 
II.2.3.3. Augmentation du potentiel allergénique et/ou formation de 
néoallergènes 
Un traitement à l’éthylène, procédé accélérant le mûrissement de certains fruits et 
légumes, peut conduire à la génération de nouvelles entités immunoréactives. Le petit pois 
contient une protéine chitinase de classe I mais ne fait pas partie des aliments qui causent le 
syndrome latex-fruit. Suite au traitement à l’éthylène, une chitinase de classe I 
immunoréactive est générée, croisant avec l’allergène de l’avocat Prs a 1 [308]. 
Les isolats et/ou hydrolysats de blé sont des préparations industrielles à base de gluten. 
Ils sont rendus solubles par désamidation du gluten et sont utilisés dans l'industrie comme 
liant des charcuteries, dans la chapelure, les pâtes alimentaires, également comme clarifiants 
de certains vins rouges et en cosmétologie. Des réactions anaphylactiques suite à l'ingestion 
d'isolats de blé ont été observées, non seulement chez des patients allergiques au blé mais 
aussi chez des individus consommant régulièrement des céréales sans problème. Il y aurait 
production de néoallergènes lors du traitement industriel et augmentation de l'allergénicité des 
protéines du blé natif [329]. 




Les lécithines sont obtenues à partir des fractions lipidiques de certains aliments et 
peuvent contenir des traces de protéines résiduelles de l'aliment natif. Les lécithines de soja et 
d'œuf (E322) sont largement utilisées comme émulsifiants. Les réactions allergiques liées à 
leur consommation sont rares. Toutefois, chez des patients très fortement allergiques au soja 
et à l'œuf, la proportion de protéines résiduelles de soja (qui varie de 100 à 1400 ppm) ou 
d'œuf peut être suffisante pour induire des symptômes [330]. 
II.2.4. Matrice alimentaire 
Un aliment n’est pas ingéré seul, mais est intégré dans une préparation alimentaire 
complexe. C’est cet ensemble qui subit les divers procédés technologiques industriels et les 
différents traitements thermiques au cours de la préparation en industrie et au domicile avant 
d’être ingéré par l’individu. Cette matrice alimentaire aura un effet significatif sur 
l’allergénicité d’une/des protéines présentes dans l’aliment complexe. Grimshaw et coll. ont 
montré que des patients allergiques à l’arachide soumis à un DBPCFC réagissent à des dose-
seuils d’arachide plus élevées si le taux en lipide du véhicule est augmenté. Les épitopes des 
allergènes d’arachide seraient inaccessibles du fait de la présence de cette matrice lipidique, 
et/ou la libération des allergènes serait plus lente et progressive. Les auteurs ont également 
constaté que la présence de la matrice lipidique inhibe la détection in vitro des allergènes 
[331]. Dans ce sens, van Wijk et coll. ont observé que les allergènes purifiés de l’arachide 
possèdent un pouvoir de stimulation du système immunitaire moindre qu’un extrait 
allergénique total chez les souris, suggérant un effet adjuvant de la matrice alimentaire [165]. 
La matrice alimentaire peut également avoir une influence sur la susceptibilité des 
protéines à la digestion et sur l’absorption de celles-ci au niveau du tractus gastrointestinal. 
Un allergène devant en théorie atteindre le système immunitaire sous une forme 
immunologiquement active, ces facteurs sont importants pour déterminer le potentiel 
allergénique d’une protéine dans un aliment. Une matrice lipidique et/ou une émulsion 
augmentent l’absorption gastrointestinale de l’allergène de soja Gly m Bd 30k chez des souris 
[332]. En présence de polysaccharides, comme la gomme arabique ou le xylane, la digestion 
gastroduodénale in vitro de protéines d’arachide est ralentie [333]. De la même façon, la 
présence de pectine protège la βLG [334] ou les protéines de kiwi [335] de la digestion 
gastrique. Il a également été remarqué que la cinétique d’hydrolyse d’une protéine purifiée est 
différente de celle d’une protéine dans un aliment entier. Ainsi, les protéines du lait de vache 




sont digérées plus lentement quand elles sont dans du lait cru que quand elles sont sous forme 
de protéines purifiées [288]. 
 
Même si l’allergénicité d’une protéine résulte en partie de propriétés intrinsèques, il 
n’y a pas de relation clairement établie entre la structure d’une protéine et son allergénicité. 
En plus des traitements technologiques et du rôle de la matrice alimentaire dans l’allergénicité 
d’une protéine, c’est l’interaction complexe de tous ces facteurs avec l’environnement et le 
système immunitaire de l’hôte qui résultera finalement en l’induction ou non d’une 
sensibilisation allergique. 




III. CONCLUSION ET OBJECTIFS DE LA THESE 
Les allergies alimentaires posent un véritable problème de santé publique du fait de 
l’augmentation de leur prévalence, de symptômes cliniques associés de plus en plus graves, et 
de l’émergence de nouveaux aliments allergéniques. De part l’analyse du mécanisme de la 
réaction allergique, nous avons mis en évidence le rôle central des IgE dans les deux phases 
de la réaction allergique. L’étude de la sensibilisation à un allergène permet de révéler la 
présence d’IgE spécifiques dans les sérums des patients. Les tests réalisés ne démontrent 
cependant que la présence d’une liaison simple IgE-allergène. Dans la phase de 
déclenchement de la réaction allergique, le pontage par l’allergène des IgE spécifiques fixées 
sur les FcεRI exprimés par les cellules effectrices nécessite en théorie la liaison de l’allergène 
par au moins 2 molécules d’IgE distinctes, il implique donc plusieurs épitopes sur un même 
allergène. Les tests d’activation ou de dégranulation de cellules effectrices permettent donc 
d’évaluer la capacité d’un allergène à déclencher la réaction allergique.  
Le laboratoire disposait de nombreux outils permettant d’analyser la réponse IgE de 
patients allergiques envers un aliment/protéine allergénique mais il ne disposait pas d’un 
modèle cellulaire pour caractériser la fonctionnalité de la liaison IgE-allergène. Un premier 
objectif de ma thèse a donc été de développer un test cellulaire de déclenchement de la 
réaction allergique. Le choix de la lignée cellulaire et l’optimisation du modèle cellulaire 
seront présentés dans la première moitié du premier chapitre. Dans cette introduction, nous 
avons également souligné l’importance des allergies au lait et à l’arachide et la complexité de 
ces allergies, due notamment à la présence de nombreuses protéines allergéniques dans ces 
aliments. Le modèle cellulaire optimisé a donc été appliqué à l’étude des allergènes purifiés 
du lait et de l’arachide afin de déterminer et de comparer leur potentiel de dégranulation, 
c’est-à-dire leur capacité à induire la dégranulation de ces cellules. Ces résultats sont 
présentés dans la deuxième moitié du premier chapitre. 
Finalement, nous avons souligné dans cette introduction l’effet que pouvaient avoir 
différents traitements (digestion, chauffage, procédés industriels, inclusion dans une matrice 
alimentaire) sur l’allergénicité des protéines/aliments allergéniques. Dans le second chapitre 
de cette thèse, nous présenterons des travaux réalisés afin d’étudier l’effet de traitements 
thermiques sur l’allergénicité d’une protéine de l’arachide, Ara h 1. Pour cette étude, le 
modèle cellulaire de déclenchement de la réaction allergique a été utilisé. Du fait de 
l’importance de l’utilisation de plusieurs modèles pour l’évaluation de l’allergénicité d’une 




protéine, nous avons également étudié l’effet de ces traitements sur la capacité de liaison de 
Ara h 1 aux IgE de patients allergiques, et sur son potentiel de déclenchement de la réaction 
allergique in vivo, dans un modèle animal. 
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 PREMIERE PARTIE : DEVELOPPEMENT ET OPTIMISATION D’UN MODELE CELLULAIRE DE DECLENCHEMENT DE LA 
REACTION ALLERGIQUE 
Au travers de cette partie introductive, nous avons pu voir l’importance, dans la 
réaction allergique, de la rencontre entre un allergène et les IgE du patient allergique. L’étude 
d’une telle relation peut faire appel à une multitude de tests in vivo ou in vitro. Les tests in 
vivo tels que les tests cutanés permettent d’identifier la source allergénique et certains de ses 
composés allergéniques, et sont donc un outil diagnostic indispensable aux cliniciens et aux 
patients. Cependant, pour des raisons éthiques, les tests in vivo ne sont pas réalisables à des 
fins de recherche, encore moins avec des matériels dont la qualité sanitaire n’est pas toujours 
bien contrôlée. De plus, ils ne rendent pas compte précisément et uniquement des interactions 
entre IgE et allergènes. Les tests in vitro d’étude de la liaison des IgE aux allergènes peuvent 
permettre d’échapper à ces contraintes. Cependant, basés sur des techniques 
d’immunoempreinte ou sur des dosages immuno-analytiques, ces tests mettent en jeu des 
liaisons monovalentes IgE-allergènes, et ne reflètent donc pas l’activité biologique de cette 
liaison. A l’inverse, les tests in vitro utilisant des cellules effectrices de l’allergie permettent 
d’observer les conséquences de la reconnaissance entre les allergènes et les IgE de patients 
allergiques, et ainsi d’estimer le potentiel allergénique de ces protéines. La relation entre les 
IgE et les allergènes est alors analysée dans un contexte cellulaire au cœur du processus 
inflammatoire de la réaction allergique. Ces tests cellulaires reposent idéalement sur 
l’utilisation de basophiles humains issus de patients allergiques, c’est-à-dire de basophiles 
déjà sensibilisés par les IgE du patient. Ils peuvent également être isolés de patients non 
allergiques, une sensibilisation in vitro des basophiles étant alors réalisée à l’aide de sérums 
de patients allergiques. Un tel test nécessite toutefois l’obtention de prélèvements sanguins 
humains importants pour en isoler les basophiles en quantité suffisante. D’autre part, les 
échantillons sanguins doivent être traités rapidement après prélèvement. L’ensemble de ces 
contraintes rend difficile l’utilisation de tels prélèvements sanguins humains à des fins de 
recherche et non de diagnostic. Par contre, l’utilisation de lignées cellulaires stables (pouvant 
être mises en culture) faciliterait la conduite de projets de recherche sur l’étude du potentiel de 
déclenchement des allergènes. Des lignées cellulaires humaines de basophiles (HMC-1 [336]) 
ou de mastocytes (KU812 [337] et LAD-1 et LAD-2 [338]) ont été caractérisées. Cependant, 
ces lignées cellulaires ne sont pas adaptées pour étudier la dégranulation via le pontage des 
IgE : les basophiles de la lignée HMC-1 n’expriment pas le FcεRI humain [339] et les 
mastocytes de la lignée KU812 n’induisent pas de dégranulation par pontage des IgE [340]. 
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Enfin, les mastocytes LAD-1 et LAD-2 ont un temps de doublement en culture très long (2 à 
3 semaines) [338]. Pour ces raisons, nous nous sommes orientés vers l’utilisation d’une lignée 
cellulaire de rat immortalisée et humanisée, la lignée RBL SX-38 dérivée de la lignée RBL 




I.1. LA LIGNEE CELLULAIRE D’ORIGINE : RBL 2H3 
Les cellules RBL (ou Rat Basophilic Leukaemia) ont été initialement décrites comme 
étant des basophiles de rat [341]. Par la suite, il a été démontré que ces cellules 
s’apparentaient en fait à des mastocytes de type muqueux [342]. Après immortalisation 
cellulaire, une lignée cellulaire RBL 2H3 a été isolée et sélectionnée pour sa capacité à 
sécréter des quantités importantes d’histamine à la suite d’une activation médiée par les IgE 
[343]. Ces cellules restent amplement utilisées pour des tests de dégranulation avec des 
sérums d’origine murine (rat, souris). 
I.2. HUMANISATION DES CELLULES RBL 2H3 
Cependant, les IgE humaines provenant de sérums de patients allergiques ne peuvent 
pas se lier naturellement aux récepteurs des cellules d’autres espèces. A partir de la lignée 
RBL 2H3, des lignées transfectées par tout ou partie du récepteur de haute affinité aux IgE 
(FcεRI) humaines ont été développées. De nombreuses équipes ont dans un premier temps 
développé des lignées exprimant seulement la chaîne α du récepteur aux IgE humaines [344-
348]. Des transfections dans des cellules CHO de la chaîne α du FcεRI humain et des chaînes 
β et γ du FcεRI de rat montrent en effet que ces différentes sous-unités peuvent s’associer et 
lier des IgE humaines [61]. Ainsi, lors de la transfection des cellules RBL 2H3 par la chaîne α 
du FcεRI humain, cette chaîne humaine est capable de s’associer aux sous-unités endogènes 
murines du FcεRI. L’assemblage (α)hu(βγ)rat peut alors lier les IgE humaines et rend possible 
une activation des cellules transfectées par des anticorps anti-IgE humaines ou par un 
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allergène auquel le patient allergique est sensibilisé. Les cellules RBL 2H3 humanisées ainsi 
activées libèrent de l’histamine ou d’autres médiateurs comme les leucotriènes, la sérotonine 
ou la β-hexosaminidase. Toutefois, l’association hétérogène du récepteur cumulée à un bas 
niveau d’expression de la chaîne α humaine dans ces cellules engendre une activation 
relativement faible. Les récepteurs de ces cellules sont en effet sous une forme trimérique 
(α)hu(γγ)rat, donc sans la chaîne β qui joue un rôle dans l’amplification du signal (introduction, 
paragraphe I .2.1.1.b) [67-69]. De plus, le niveau d’expression de la chaîne α par les cellules 
RBL 2H3 humanisées est d’environ 25 000 par cellule [344], niveau donc faible en 
comparaison des mastocytes humains qui expriment environ 100000 FcεRI par cellule. 
Afin de pallier ces déficiences, d’autres lignées cellulaires exprimant, après 
transfection, les 3 chaînes du FcεRI humain ont été développées. 
I.3. LA LIGNEE CELLULAIRE RBL SX-38 
L’une d’elles, la lignée RBL SX-38, développée par JP Kinet [349] se caractérise par 
un niveau d’expression élevé du FcεRI humain (environ 130000 FcεRI par cellule) [350], 
niveau comparable à celui observé sur les mastocytes humains. L’association de la chaîne α 
humaine avec la chaîne β humaine, plus aisée que celle avec l’équivalent de rat, favorise la 
formation de récepteur sous forme complète lors de la transfection [351]. La fonctionnalité de 
la lignée cellulaire contenant le récepteur ainsi formé a pu être établie lors de tests de 
dégranulation spécifique [352]. L’utilisation de cette lignée cellulaire a permis de mettre en 
évidence des différences d’allergénicité entre des protéines purifiées [184]. 
 
Un des objectifs de ma thèse était d’adapter et d’améliorer ce modèle cellulaire de 
déclenchement de la réaction allergique pour l’étude des sources allergéniques étudiées au 
laboratoire : le lait et l’arachide. Pour ce faire, les cellules RBL SX-38 nous ont été 
gracieusement fournies par JP Kinet et MH Jouvin (Beth Israel Deaconess Medical Center, 
Harvard Medical School, Boston, MA, Etats-Unis). Cette première partie de la thèse sera 
donc consacrée au développement et à des exemples d’applications de ce modèle cellulaire de 
déclenchement de la réaction allergique. Nous allons dans un premier temps présenter la mise 
au point, l’optimisation et la validation de ce modèle cellulaire. Pour cela, nous avons pu 
bénéficier d’une grande sérothèque constituée en collaboration avec le Service d’Allergologie 
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et de Pneumologie Pédiatriques de l’Hôpital Necker. Dans un second temps, nous verrons des 
applications réalisées non seulement dans le cadre de l’allergie à l’arachide mais aussi dans 
celle de l’allergie au lait de vache. Nous nous attacherons finalement à discuter des avantages 
et inconvénients d’un tel modèle cellulaire en fonction des résultats conjointement obtenus 
avec les deux sources allergéniques. 
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II. MATERIELS ET METHODES 
Les réactifs utilisés proviennent essentiellement de chez Sigma (St Louis MO, USA). 
Les réactifs ayant une autre origine seront précisés dans le texte en fonction de leur 
implication. 
II.1. PURIFICATIONS DES ALLERGENES DES LAITS DE VACHE 
ET DE CHEVRE ET DE L’ARACHIDE 
Les purifications et caractérisations des allergènes du lait de vache, du lait de chèvre et 
de l’arachide sont réalisées au laboratoire. 
II.1.1. Purification des allergènes des laits de vache et de chèvre 
Les constituants les plus abondants des laits de vache et de chèvre ont été purifiés : le 
lactosérum et la fraction caséine entière, l’α-lac et la βLG, et les différentes caséines (αs1, 
αs2, β et κ). Ces purifications des allergènes du lait ont été réalisées selon les protocoles 
précédemment décrits [206;353]. Pour le lait de vache, elles comprennent une succession de 
précipitations et de chromatographies qui s’appuient sur les caractéristiques physico-chimique 
différentes des protéines du lait (figure 12). Le protocole de purification des protéines du lait 
de chèvre suit le même principe. Cependant, pour des raisons quantitatives, le protocole de 
purification des caséines à partir du lait de chèvre a été simplifié. Il n’incorpore pas de 
précipitations et ne comprend donc qu’une succession de chromatographies en échanges 
d’ions et en phase inverse (RP-HPLC (Reverse Phase – High Performance Liquide 
Chromatography). 
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Figure 12 : Etapes de la purification des allergènes du lait de vache. 
* Etape adoptée lors de la seule obtention de la caséine entière. Cette étape n’est pas 
appliquée pour la purification des différentes fractions de la caséine entière, les techniques 
chromatographiques permettant d’écarter tout risque de contamination par la βLG. 
 
Les masses moléculaires (MM) des différents allergènes des laits de vache et de 
chèvre ont été déterminées au laboratoire par spectrométrie de masse MALDI-TOF : les 
valeurs obtenues, conformes aux données de la littérature, correspondent aux masses des 
variants de protéines les plus fréquents des laits de vache et de chèvre. Pour les protéines du 
lait de vache, les  MM sont de : 18,36 kDa pour la βLG, 14,81 kDa pour l’α-lac, 23,6 kDa 
pour la caséine αs1, 25,2 kDa pour la caséine αs2, 24 kDa pour la caséine β et 19 kDa pour la 
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caséine κ. Pour la fraction de caséine entière, une MM moyenne de 23 kDa a été calculée en 
tenant compte des différentes proportions et masses moléculaires des protéines qui la 
composent. Pour les protéines du lait de chèvre, les  MM sont de : 18,14 kDa pour la βLG, 
23,35 kDa pour la caséine αs1, 25,6 kDa pour la caséine αs2, 23,85 kDa pour la caséine β et 
19,43 kDa pour la caséine κ. Pour la fraction de caséine entière, une MM moyenne de 23 kDa 
a également été calculée. 
La pureté des protéines purifiées a été vérifiée par techniques chromatographique et 
électrophorétique (figure 13). 
 
Figure 13 : Electrophorèse SDS-PAGE des allergènes du lait de vache (A) 
et de chèvre (B). 
Electrophorèse réalisée sur un gel à 15% d’acrylamide, 10 µg de protéines ont été déposées 
par puits. 
(M : marqueur de poids moléculaire, LS : lactosérum, CE : caséine entière.) 
 
L’électrophorèse permet de discerner la migration des différentes protéines des laits de 
vache et de chèvre. Toutefois, la migration des quatre différentes caséines est très proche du 
fait de leur MM similaires. Pour chacune des protéines purifiées, une seule bande est observée 
à l’exception de la βLG bovine qui en présente deux, correspondant aux formes monomérique 
et dimérique de cet allergène. 
Des méthodes enzymo-immunologiques mises au point à l’aide d’anticorps 
monoclonaux et polyclonaux spécifiques de chaque protéine du lait ont confirmé leur identité 
et pureté (>95-99%). 
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II.1.2. Purification des allergènes de l’arachide 
Différents allergènes de l’arachide ont été fractionnés et purifiés : l’extrait protéique 
brut d’arachide (EPBA) et les allergènes purifiés Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3, Ara h 6 et un 
produit d’hydrolyse de Ara h 3, dissocié des complexes de glycinines lors de la purification 
(fragment de Ara h 3). Ces purifications d’allergènes de l’arachide reposent sur des protocoles 
précédemment appliqués au laboratoire [163;315]. La démarche méthodologique est 
représentée figure 14. Elle comprend une succession d’extractions, de précipitations et de 
chromatographies. Là encore, les étapes tiennent compte des caractéristiques différentes des 
protéines de l’arachide. A titre d’exemple, Ara h 1 présente des sucres susceptibles de lier la 
Concanavaline A [354], permettant la mise en œuvre d’une chromatographie d’affinité. 
 
Figure 14 : Etapes de l’extraction et de la purification des allergènes de l’arachide. 
 
Les MM des allergènes de l’arachide ont également été déterminées au laboratoire par 
spectrométrie de masse MALDI-TOF : les valeurs obtenues sont de 62,7 kDa pour l’Ara h 1, 
de 16,67 et 18,05 kDa pour les 2 isoformes naturelles d’Ara h 2, de 14,84 kDa pour l’Ara h 6 
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et de 11,9 kDa pour le fragment de Ara h 3 [162;163]. La MM de Ara h 3 est estimée à 130 
kDa par chromatographie d’exclusion. Pour l’EBPA, une MM de 100 kDa a été calculée en 
tenant compte des différentes proportions et masses moléculaires des différentes protéines qui 
le composent [355]. 
La pureté des protéines purifiées a été vérifiée par techniques chromatographique et 
électrophorétique (figure 15). 
 
Figure 15 : Electrophorèse SDS-PAGE des allergènes de l’arachide. 
Electrophorèse réalisée sur un gel à 12% d’acrylamide, 5µg d’EPBA et 1 µg de protéines 
purifiées ont été déposées par puits. 
(M : marqueur de poids moléculaire, EPBA : extrait protéique brut d’arachide). 
 
L’électrophorèse permet de discerner la migration des différentes protéines de 
l’arachide. Pour Ara h 1, Ara h 6 et le fragment de Ara h 3, une seule bande est observée. 
Ara h 2 se présente sous la forme d’un doublet correspondant à ses deux isoformes. Ara h 3 
correspond aux polymères de glycinines dont les MM s’étendent de 14 à 45 kDa. 
II.2. SERUMS DE PATIENTS ALLERGIQUES 
Les travaux présentés dans ce chapitre reposent sur une sérothèque constituée dans le 
cadre d’une collaboration avec le Dr. Evelyne Paty (Service d’Allergologie et de Pneumologie 
Pédiatriques de l’Hôpital Necker (Paris)). Elle est composée de sérums de patients dont 
l’allergie à l’arachide ou au lait a été confirmée par une histoire clinique avérée et des 
manifestations cliniques objectives observées après exposition à l’aliment (tests cutanés et/ou 
tests de provocation orale). A l’origine, les patients ont été répartis en fonction de leur 
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symptomatologie selon la classification de Furlong et coll. qui distingue les symptomatologies 
sévères des symptomatologies légères ou modérées [356]. Les symptomatologies sévères se 
caractérisent par un choc anaphylactique, un angio-œdème ou par un tableau clinique 
impliquant trois appareils (dermique, digestif et respiratoire). Par opposition, les 
symptomatologies légères à modérées se caractérisent par un tableau clinique n’impliquant 
qu’un ou deux appareils, et sans manifestation extrême. 
II.2.1. Sérums de patients allergiques à l’arachide 
Afin notamment de réaliser la mise au point du modèle cellulaire mais également pour 
constituer un témoin positif dans les tests de dosages des IgE spécifiques réalisés en routine 
au laboratoire, un pool de 76 sérums de patients allergiques à l’arachide représentatifs de la 
sérothèque a été constitué (29 filles et 47 garçons, médiane d’âge de 5,5 ans). Parmi ces 
patients, 24 ont une clinique sévère et constituent ainsi 30% des sérums sélectionnés. Par 
ailleurs, une analyse individualisée de 12 sérums de patients allergiques a été effectuée. Les 
sérums sélectionnés avaient été préalablement caractérisés au laboratoire en termes de 
concentrations en IgE totales et spécifiques de l’EPBA. Les informations concernant ces 
patients sont regroupées dans le tableau 6. Sept garçons et 5 filles constituent le groupe 
d’étude. La population choisie est composée d’enfants (la médiane est de 10 ans) avec une 
symptomatologie majoritairement sévère. Parmi ces 12 patients, 8 ont effectué un test de 
provocation. Les quantités déclenchantes sont généralement basses et inférieures à 
l’équivalent d’une graine d’arachide (environ 1 g). 
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Tableau 6 : Caractéristiques de 12 patients allergiques à l'arachide 
n° du sérum genre âge (ans) symptomatologie Remarques 
51 m 5 LM TPO + à 400 mg 
92 m 2,5 S   
200 f 9 S TPO + à 100 mg 
314 m 8 S   
437 m 15,5 S TPO + à 400 mg 
445 m 12,5 S TPL + 
470 m 4 LM TPO + à 6 g 
488 f 12 LM urticaire ou vomissements, TPO + à 200 mg 
577 f 16 S TPO + à 200 mg 
609 f 6,5 S   
631 f 16 S   
658 m 11 LM 2ème TPO fort 
TPO : test de provocation orale, TPL : test de provocation labiale, S : sévère, LM : légère à 
modérée. 
II.2.2. Sérums de patients allergiques au lait 
Les sérums utilisés ont été sélectionnés à partir de deux populations distinctes 
d’allergiques au lait. Un premier groupe correspond à des enfants allergiques au lait de vache 
et sensibilisés aux protéines de chèvre et de brebis. Un second groupe comprend des patients 
allergiques aux laits de chèvre et de brebis qui tolèrent les produits laitiers de vache (BCB26 
et BCB96) (tableau 7). 
Ces sérums, rares et précieux, n’ont été utilisés que dans les applications et non dans 
la mise au point / validation du test cellulaire. 
Tableau 7 : Caractéristiques des patients allergiques au lait. 
n° du sérum genre âge (ans) 
BCB26 m 6 
BCB28 f   
BCB29 f 5 
BCB69 m   
BCB77 f   
BCB83 m 4 
BCB96 m 8 
BCB100 m   
BCB116 f 14 
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Un pool de 10 sérums de patients allergiques au lait et non sensibilisés aux allergènes 
de l’arachide a été constitué afin de servir de témoin de spécificité lors du test cellulaire utilisé 
dans le cadre de l’allergie à l’arachide. 
II.3. DOSAGES ENZYMO-IMMUNOLOGIQUES DES IgE 
TOTALES ET DES IgE SPECIFIQUES ET DOSAGE DES 
COMPLEXES IgE-IgG PRESENTS DANS LES SERUMS 
Les concentrations en IgE totales sont mesurées par un test  immunométrique qui a été 
développé au laboratoire à l’aide d’un couple complémentaire d’anticorps monoclonaux anti-
IgE humaines [357]. Le dosage a pour principe l’adsorption sur plaque de microtitration d’un 
premier anticorps anti-IgE humaine (clone LE27) et l’utilisation d’un second anticorps traceur 
anti-IgE (clone BS17) couplé à la forme tétramérique de l’Acétylcholinestérase (AChE), 
appelée « G4 » [358]. L’activité enzymatique fixée sur la phase solide est alors révélée par la 
réaction colorimétrique d’Ellman [359]. La quantification est effectuée à l’aide d’une gamme 
de concentration d’un standard IgE (WHO/IUIS). 
Les titres en IgE spécifiques des allergènes purifiés du lait de vache et de chèvre et de 
l’arachide sont mesurés à l’aide d’un EAST (Enzyme Allergo Sorbent Test) qui a également 
été développé au laboratoire [232;360]. Pour ce dosage, l’allergène est passivement adsorbé 
sur la phase solide (plaque de microtitration) et après incubation avec les sérums, le traceur 
utilisé est le même que pour le dosage des IgE totales. Pour le dosage des complexes IgE-
(IgG anti-IgE) présents dans les sérums, les mêmes principes de dosage ont été adaptés et 
utilisés. Les IgE sériques sont capturées sur une plaque revêtue par l’anti-IgE humaine LE27, 
et après incubation avec les sérums, les traceurs utilisés sont des anticorps anti-IgG humaines 
couplés à la G4. 
II.3.1. Matériels et tampons utilisés 
II.3.1.1. Matériels d’immunoanalyse utilisés 
Les plaques de microtitration (96 puits) utilisées pour les dosages sont des plaques 
Nunc Immunoplate MaxiSorp (Roskilde, Danemark) permettant une adsorption optimale des 
Première partie : Développement et optimisation d’un modèle cellulaire de déclenchement de 
la réaction allergique 
 
 103
protéines (anticorps ou allergènes). Les lavages, distributions et mesures de l’absorbance sont 
réalisés grâce à des équipements spécialisés de chez Labsystems (Helsinki, Finlande). 
II.3.1.2. Tampons utilisés 
Les tampons utilisés pour les dosages enzymo-immunologiques sont :  
- le tampon d’immobilisation des protéines sur phase solide : tampon phosphate de 
potassium 50 mM pH 7,4. 
- le tampon EIA : tampon phosphate de potassium 100 mM pH 7,4 contenant 0,15 M de 
NaCl, 0,01% d’azoture de sodium et 0,1% de SAB. Ce tampon est utilisé pour saturer les 
plaques et pour les dilutions des sérums et des traceurs enzymatiques. 
- le tampon de lavage : tampon phosphate de potassium 10 mM pH 7,4 contenant 0,05 % 
de Tween 20. 
- le réactif d’Ellman : tampon phosphate de potassium 100 mM contenant 14,5 mM de 
NaCl, 0,75 mM d’iodure d’acétylthiocholine et 0,25 mM de DTNB (acide 5,5’dithiobis-(2-
nitrobenzoïque)). Ce réactif est le substrat de l’AChE. Le produit final de la réaction 
enzymatique, le DTNB réduit, est détecté par mesure de l’absorbance à 414 nm. 
II.3.2. Préparation des plaques de microtitration avec l’anticorps 
ou l’antigène immobilisé 
Plusieurs types de plaques, correspondant aux différents anticorps ou antigènes 
immobilisés sont préparés. Pour le dosage des IgE totales et des complexes IgE-(IgG anti-
IgE), l’anticorps monoclonal anti-IgE humaines (clone LE27 [357]) est immobilisé par 
adsorption passive sur des plaques de microtitration Maxisorp (Nunc). Pour le dosage des IgE 
spécifiques du lait ou de l’arachide, chacun des extraits bruts ou des allergènes purifiés sont 
adsorbés sur plaque Maxisorp. 
Cent microlitres par puits d’une concentration d’antigène ou d’anticorps à 5 µg/mL 
sont déposés. Après incubation pendant 24 h à 4°C, les plaques sont lavées puis saturées par 
ajout de 300 µL par puits de tampon EIA. Les plaques sont alors scotchées puis conservées à 
4°C. Elles peuvent ainsi être conservées plusieurs mois sans perte de réactivité. 
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II.3.3. Préparation des traceurs 
Tous nos dosages impliquent un traceur enzymatique élaboré à partir de la forme 
tétramérique de l’AChE (G4). Cette enzyme  présente notamment une très forte activité 
catalytique et une insensibilité à certains agents anti-bactériens tel que l’azoture. Les traceurs 
sont préparés au laboratoire selon la méthode décrite par Grassi et coll. [358]. Le couplage 
résulte de la réaction entre les thiols des fragments Fab’ des anticorps, obtenus par protéolyse 
enzymatique modérée, avec la G4 préalablement dérivatisée au SMCC (N succimidyl-4-N-
(N-maléimide-méthyl)-cyclohexane-1-carboxylate). L’activité est exprimée en Unités Ellman 
par mL (UE/mL). Les anticorps qui ont ainsi été couplés à la G4 sont un anticorps 
monoclonal anti-IgE humaines (clone BS17) et des anticorps anti-IgG humaines spécifiques 
des différentes sous-classes d’IgG1, 2, 3 et 4. Les clones utilisés pour les traceurs anti-IgG 
sont les suivants : anti-IgG1 (JDC-1, Southern Biotechnology Associates, Inc.), anti-IgG2 
(HP6002, Southern Biotechnology Associates, Inc.), anti-IgG3 (HP6047, Sigma), anti-IgG4 
(20G/5C7, Biodesign international). 
Une autre forme de traceur utilisée consiste à coupler un antigène avec la G4 par 
réaction entre une fonction thiol introduite sur les amines libres de la protéine et la G4 
dérivatisée au SMCC. Les protéines qui ont ainsi été couplées à la G4 sont les différents 
allergènes purifiés de l’arachide Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3, Ara h 6 et le fragment de Ara h 3. 
II.3.4. Dosages enzymo-immunologiques des anticorps présents 
dans les sérums 
II.3.4.1. Dosage des IgE totales 
Le dosage des IgE totales est un dosage quantitatif, dans lequel les concentrations 
exprimées en UI/mL sont déterminées par rapport une gamme étalon. Des plaques revêtues 
par l’anticorps anti-IgE humaines (clone LE27) sont lavées avec le tampon de lavage (cycle 
de 5 lavages). Cinquante microlitres par puits de sérums humains dilués en tampon EIA (de 5 
en 5, allant du 1/20 au 1/2500), ou de standard, sont déposées en duplicat. La gamme standard 
est réalisée avec le standard IgE humaine pour des concentrations allant de 10 UI/mL à 0,08 
UI/mL. Après mise en contact pendant 24 h à 4°C, les plaques sont lavées (cycle de 5 
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lavages) avec le tampon de lavage puis le traceur BS17-G4 est ajouté à raison de 50 µL par 
puits, à la concentration de 2 UE/mL. Après 18 h à 4°C, les plaques sont lavées (2 cycles de 5 
lavages entrecoupés par une agitation pendant 5 min dans du tampon de lavage). Deux cents 
microlitres de réactif d’Ellman sont alors déposés dans chaque puits et les mesure de 
l’absorbance sont effectuées à une longueur d’onde de 414 nm à différents temps. 
II.3.4.2. Détection des IgE spécifiques 
II.3.4.2.a. Dosage par immobilisation de l’allergène 
Le dosage des IgE spécifiques est d’ordre semi-quantitatif du fait de l’absence 
d’étalon interne. Le principe est le même que pour le dosage des IgE totales excepté que les 
sérums sont incubés sur des plaques revêtues par l’antigène d’intérêt. Les sérums sont dilués 
en série, à partir du 1/4. Le traceur utilisé est le même que pour le dosage des IgE totales 
(BS17-G4) et les résultats sont calculés en fonction d’une gamme standard réalisée 
simultanément sur une plaque revêtue par l’anticorps anti-IgE humaine LE27. Les valeurs 
obtenues avec des sérums témoins, issus de patients non allergiques, servent de contrôle 
négatif. De même, un second contrôle est effectué en mesurant le signal obtenu avec les 
sérums sur une plaque sans allergène et saturée en EIA. 
II.3.4.2.b. Détection par capture d’IgE 
Dans le dosage par immobilisation de l’allergène, différents aspects tels que les 
modifications structurales induites par l’adsorption de la protéine ou les interactions possibles 
avec les IgG spécifiques, peuvent influencer la liaison des IgE à l’allergène. Un second 
schéma de test a donc été mis au point au laboratoire, dont le principe repose sur la capture 
des IgE. Des anticorps anti-IgE sont adsorbés sur plaque et, après dépôt du sérum dilué et 
lavage de la plaque écartant la fraction IgG, les IgE spécifiques fixées sont déterminées à 
l’aide de l’allergène couplé à l’enzyme.  
Plus en détails, des plaques revêtues par l’anticorps anti-IgE humaine LE27 sont 
lavées avec le tampon de lavage (cycle de 5 lavages). Quatre dilutions (50 µL par puits, dilués 
de 5 en 5 en allant du 1/4 au 1/500) de chaque sérum sont alors incubées pendant 18 h à 4°C. 
Après lavage de la plaque (cycle de 5 lavages), l’antigène marqué à la G4 est déposé (50 µL 
par puits, à 2 UE/mL). Après 4 h de réaction à température ambiante, les puits sont lavés (2 
cycles de 5 lavages) et 200 µL de réactif d’Ellman sont déposés dans chaque puits. La mesure 
Première partie : Développement et optimisation d’un modèle cellulaire de déclenchement de 
la réaction allergique 
 
 106
de l’absorbance est alors effectuée à une longueur d’onde de 414 nm. Les valeurs obtenues 
avec des sérums témoins (patients non allergiques) servent de contrôle négatif. 
II.3.4.3. Dosage des complexes IgE-IgG 
Le dosage des complexes IgE-IgG est réalisé par capture des IgE à l’aide d’un 
anticorps anti-IgE immobilisé et par la révélation des complexes fixés sur la phase solide à 
l’aide d’un anticorps anti-IgG couplé à l’AChE. Les traceurs utilisés sont un traceur anti-
IgG1-G4 à 6 UE/mL et les traceurs anti-IgG 2, 3 ou 4-G4 à 3 UE/mL. Afin de comparer les taux 
de complexes IgE-IgG d’un sérum à l’autre, les sérums sont dilués à une concentration fixée 
en IgE (5, 1 ou 0,2 UI/mL). 
II.4. MODELE CELLULAIRE 
Les cellules RBL 2H3 nous ont été gracieusement fournies par Ulrich Blank (Inserm, 
Unité E-0225, faculté de médecine Xavier-Bichat, Paris, France). 
Les cellules RBL SX-38 utilisées pour la dégranulation après activation par les IgE 
humaines nous ont été gracieusement fournies par Jean-Pierre Kinet et Marie-Hélène Jouvin 
(Beth Israel Deaconess Medical Center, Harvard Medical School, Boston, MA, Etats-Unis). 
La majorité des produits de culture cellulaire proviennent de chez Gibco (Invitrogen Ltd, 
Paisley, Royaume-Uni). Les produits aux provenances particulières seront cités dans le texte. 
Les boîtes de Pétri et les plaques de culture proviennent de chez Corning et les cellules sont 
incubées dans un incubateur Thermo Scientifique à 37°C, sous 5% de CO2 et 95% d’humidité. 
II.4.1. Conditions de culture des cellules RBL SX-38 et RBL 2H3 
II.4.1.1. Milieu de culture 
Les cellules RBL sont des cellules adhérentes. Elles sont cultivées en boîtes de Pétri 
comme décrit par Wantke et coll. [350] dans un milieu de culture composé de milieu EMEM 
(Eagle’s minimum essential medium with Earle’s salts) contenant 10% de sérum de veau 
fœtal (SVF) décomplémenté (chauffé 30 min à 56°C), 100 U de pénicilline, 100 µg/mL de 
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streptomycine et 2 mM de L-glutamine (milieu complet). Pour les cellules RBL SX-38, une 
pression de sélection est maintenue en ajoutant 2,4 mg/mL de généticine G418 (Sigma). 
II.4.1.2. Repiquage des cellules 
Quand elles arrivent à pré-confluence, les cellules sont repiquées. Elles sont d’abord 
rincées au PBS puis maintenues 3 minutes à 37°C en présence de trypsine et d’EDTA 
(trypsine 0,25%, 1 mM EDTA) pour les décoller. Elles sont ensuite mises en suspension avec 
du milieu de culture pour neutraliser la trypsine puis centrifugées (400 g, 5 min, 4°C). Le 
culot cellulaire est repris en milieu de culture complet. Les cellules RBL SX-38 sont 
repiquées 2 fois par semaine, selon leur croissance, par dilution du 1/10 au 1/20 ; les cellules 
RBL 2H3 sont quant à elles repiquées à la même fréquence par dilution du 1/15 au 1/30. Les 
cellules sont repiquées 20 fois environ avant d’être remplacées par un autre lot. 
II.4.1.3. Numération et détermination de la viabilité cellulaire 
Les numérations cellulaires sont réalisées en hémacytomètre (cellule de Malassez). La 
viabilité cellulaire est évaluée par coloration au bleu trypan (colorant d’exclusion, Sigma). 
II.4.1.4. Congélation/décongélation 
Après lavage au PBS, les cellules sont décollées comme préalablement décrit, 
dénombrées et, après centrifugation, le culot cellulaire est repris en SVF contenant 5% de 
DMSO (Sigma). La concentration cellulaire est ajustée à 3.106 cellules viables/mL et 1 mL de 
suspension cellulaire par cryotube est congelé à -20°C avant d’être transféré à -80°C puis 
conservé dans de l’azote liquide. Les cellules peuvent être ainsi conservées plusieurs mois. 
Pour la décongélation, le contenu cellulaire d’un cryotube est rapidement repris dans 
du milieu chaud (37°C). Après un lavage, les cellules sont ensemencées en boîte de culture 
(diamètre = 10 cm) dans du milieu de culture contenant 20% de SVF et sans G418. Une fois 
que les cellules adhèrent, elles sont repiquées comme décrit précédemment en présence de 
G418. Avant leur utilisation pour des tests de dégranulation,  les cellules RBL SX-38 sont 
repiquées au moins 3 fois en présence de généticine pour induire une pression de sélection. 
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II.4.1.5. Sous-clonage par dilutions limites 
Les cellules RBL SX-38 sont sélectionnées afin d’isoler un clone présentant une forte 
capacité de dégranulation et d’adhésion. Pour cela, les cellules ont été diluées à 1 cellule/mL 
puis ensemencées en plaque 96 puits à raison de 100 µL par puits. Les clones isolés ont 
ensuite été repiqués, amplifiés et après sélection, les clones d’intérêt ont été congelés. 
II.4.2. Expression du récepteur aux IgE humaines par les cellules 
RBL SX-38 
L’expression du FcεRI par les cellules RBL SX-38 est contrôlée après chaque 
décongélation et au bout d’une vingtaine de repiquages des cellules afin de s’assurer de la 
stabilité de la lignée. L’expression de la chaîne α est contrôlée par technique de cytométrie en 
flux et celle de la chaîne β par technique d’immunoempreinte. Du fait de l’indisponibilité 
commerciale d’anticorps anti-chaîne γ du FcεRI humain, son expression n’a pas été vérifiée.  
II.4.2.1. Contrôle de l’expression de la chaîne α du FcεRI humain par 
cytométrie en flux 
Après incubation successive des cellules avec un anticorps monoclonal de souris anti-
chaîne α du FcεRI humain, puis avec un anticorps secondaire marqué à un fluorophore 
(Fluorescéine Iso Thio Cyanate (FITC)), les cellules sont analysées en cytométrie en flux 
(FACS Calibur, Becton-Dickinson). Différents paramètres sont ainsi mesurés pour les 
cellules : leur taille, leur granulométrie et l’intensité de fluorescence correspondant à la 
densité de surface de la chaîne α du FcεRI humain. 
Des cellules RBL SX-38 et des cellules RBL 2H3 (servant de contrôle négatif) pré-
confluentes sont lavées en PBS et sont ensuite incubées pendant 45 min à 4°C avec une 
solution de dissociation (PBS contenant 0,02% d’EDTA) et les cellules sont délicatement 
décollées par pipetage modéré. Après centrifugation (400 g, 10 min, 4°C), le culot cellulaire 
est repris en PBS. Les cellules sont ensuite comptées sur cellules de Malassez et le volume de 
PBS est ajusté afin d’obtenir une concentration de 3,5.105 cellules/mL. Après une nouvelle 
centrifugation (400 g, 5 min, 4°C), 100 ng de l’anticorps primaire sont ajoutés au culot 
cellulaire (100 µL par tube, dilué en solution de lavage (PBS contenant 1% de SAB)). Un 
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marquage est réalisé avec un anticorps monoclonal de souris anti-chaîne α du FcεRI humain, 
(clone AER37, eBioscience) et en parallèle, un contrôle isotypique est réalisé avec un 
anticorps de souris de même isotype (IgG2b). Les suspensions cellulaires sont homogénéisées 
puis incubées pendant 1 h à 4°C. Après 3 lavages en solution de lavage, le culot cellulaire est 
repris par 100 µL de l’anticorps secondaire (chèvre anti-IgG de souris conjugué à la FITC 
(F(ab’)2 goat anti-mouse IgG (H+L) – FITC, Jackson Immunoresearch), 5 µg/mL en solution 
de lavage). Après 1 h d’incubation, à 4°C, à l’obscurité, les cellules sont lavées. Les cellules 
sont finalement reprises dans 500 µL de FACS-flow (BD Bioscience). 
Les cellules sont analysées en cytométrie en flux (FACS Calibur, Becton Dickinson). 
Les réglages du cytomètre sont paramétrés en fonction du contrôle isotypique réalisé avec les 
cellules RBL SX-38. Les résultats sont exprimés par le pourcentage de cellules positives et/ou 
par la moyenne de l’intensité de fluorescence mesurée. Les résultats peuvent également être 
exprimés selon le rapport d’intensité de fluorescence (RFI) entre les cellules marquées par 
l’anticorps anti-chaîne α du FcεRI humain et les cellules marquées par l’anticorps contrôle 
isotypique. 
II.4.2.2. Contrôle de l’expression de la chaîne β du FcεRI humain 
L’expression de la chaîne β du FcεRI a également été mesurée par technique de 
cytométrie en flux. Le protocole est le même que précédemment à l’exception d’une étape de 
perméabilisation des cellules préalable aux marquages. Elle est effectuée car l’épitope 
reconnu par l’anticorps anti-chaîne β du FcεRI humain est intracellulaire. Cette 
perméabilisation des cellules est réalisée en incubant 30 min à 4°C les cellules avec 500 µL 
de PBS contenant 1% de Triton X-100 suivi de deux cycles de lavage. L’anticorps primaire de 
marquage est un anticorps polyclonal de lapin anti-chaîne β du FcεRI humain (Upstate 
biotechnology) dilué au 1/1000 et l’anticorps secondaire de chèvre anti-IgG de lapin conjugué 
à la FITC (F(ab’)2 goat anti-rabbit IgG (H+L) – FITC, Jackson Immunoresearch) dilué à 5 
µg/mL. 
 
L’expression de la chaîne β est confirmée par immunoempreinte : des lysats 
cellulaires réalisés à partir des cellules RBL SX-38 et, en contrôle, des cellules RBL 2H3, 
sont séparés par électrophorèse SDS-PAGE. Après transfert des protéines du gel sur une 
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membrane, la bande correspondant à la chaîne β du FcεRI humain est révélée par incubation 
avec un anticorps polyclonal de lapin spécifique de cette sous unité humaine. 
• Lyse des cellules et dosage protéique : les cellules RBL SX-38 ou RBL 2H3 pré-
confluentes sont lysées avec du tampon Laemmli sans β-mercaptoéthanol et sans bleu de 
bromophénol (tampon Tris 62,5 mM pH 6,8 contenant 1% de SDS et 10% de glycérol). Les 
échantillons sont alors dilués en tampon de phosphate de potassium 50 mM pH 7,4 pour  le 
dosage protéique effectué grâce au kit BCA (Pierce), selon les instructions du fournisseur.  
• Electrophorèse SDS-PAGE : après addition de β-mercaptoéthanol (2,5%) et de bleu de 
bromophénol (0,0025%), les échantillons sont chauffés pendant 10 min à 95°C. Cinq 
microgrammes de protéines sont déposés par puits de migration  et séparés par électrophorèse 
SDS-PAGE avec un système vertical Mini Protean III (Biorad) suivant la méthode de 
Laemmli [361] modifiée par Dean et coll. [362]. Les protéines des extraits sont séparées sur 
des gels de migration constitués de  12% d’acrylamide. Un gel de pré-concentration 
(Stacking-gel) à 5% d’acrylamide est coulé au-dessus du gel à 12%. Le marqueur de masse 
moléculaire utilisé couvre une gamme variant de 4 kDa à 148 kDa (SeeBlue Plus2 Pre-
Stained Standard, Invitrogen). La migration s’effectue en tampon composé de 25 mM de Tris 
pH 8,3 et contenant  0,1% de SDS et 192 mM de glycine. L’intensité imposée est de 15 
mA/gel, jusqu’à ce que le front de migration passe le gel de pré-concentration, puis de 30 
mA/gel pendant le reste de la migration. Deux gels de migration sont réalisés en parallèle. Un 
des gels est révélé par coloration au bleu de coomassie G-250 suivant les instructions données 
par le fournisseur (GelCode® Blue Stain Reagent, Pierce). L’autre gel est utilisé pour réaliser 
l’immunoempreinte. 
• Transfert sur membrane et immunoempreinte : immédiatement après l’électrophorèse, 
le gel est équilibré dans du tampon de transfert (Tris 25 mM, glycine 192 mM, éthanol 10%) 
pendant 15 min. Le transfert des protéines sur membrane PVDF (PolyVinylDiFluoride) 
s’effectue grâce à un champ électrique de 36 V pendant 90 min dans le tampon de transfert. 
La membrane contenant les protéines transférées est ensuite saturée par incubation avec du 
tampon TBST (tampon TBS (Tris 20 mM, NaCl 250 mM) contenant 0,5% de Tween 20) 
auquel est ajouté 5% (m/v) de lait écrémé en poudre (TBST-lait) permettant de bloquer tous 
les sites de fixation potentiels non utilisés de la membrane. La membrane est ensuite incubée 
sur la nuit à 4°C avec l’anticorps primaire (anticorps polyclonal de lapin anti-chaîne β du 
FcεRI humain, Upstate biotechnology) dilué au 1/10000. Après 3 lavages de 15 min avec le 
tampon TBST-lait, la membrane est incubée avec l’anticorps secondaire (anticorps de chèvre 
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anti-IgG de lapin conjugué à la péroxydase ; peroxydase conjugated AffiniPure goat anti-
rabbit IgG (H+L), Jackson ImmunoResearch) dilué au 1/25000 pendant 2 h. La membrane est 
ensuite rincée (2 lavages de 15 min) avec le tampon TBST puis avec le tampon TBS (2 
lavages de 15 min). L’activité de la peroxydase est révélée par incubation pendant 1 min avec 
une solution contenant du luminol selon les instructions du fournisseur (ECL West Dura Trial 
Kit, Pierce). Un film photographique est alors apposé sur la membrane (X-OMAT, Kodak), 
puis  développé. 
II.4.3. Test de dégranulation 
Le test de dégranulation a été adapté de Dibbern et coll. et Hoffmann et coll. 
[352;363]. Il se déroule en 4 étapes : l’ensemencement, la sensibilisation, l’activation et le 
dosage d’un des médiateurs libérés, marqueur de la dégranulation. Ces étapes sont 
schématisées figure 16. Au cours de la mise au point du test cellulaire de dégranulation, les 
paramètres de ces différentes étapes ont été optimisés. 
 
 
Figure 16 : Principe du test cellulaire de dégranulation. 
 
II.4.3.1. Ensemencement des cellules 
Le premier jour, des cellules RBL SX-38 pré-confluentes sont décollées selon le 
même protocole que pour le repiquage des cellules (paragraphe II.4.1.2). Les cellules sont 
Première partie : Développement et optimisation d’un modèle cellulaire de déclenchement de 
la réaction allergique 
 
 112
ensemencées sur des plaques de culture 96 puits dans du milieu de culture complet sans G418. 
Elles sont ensuite mises en culture pendant 24 h. Afin d’optimiser le nombre de cellules par 
puits, 8000, 10000 ou 12000 cellules ont été ensemencées par puits, diluées dans un volume 
de 100 µL de milieu. 
II.4.3.2. Sensibilisation passive des cellules 
Les cellules sont lavées au PBS, puis elles sont incubées avec des sérums de patients 
allergiques dilués dans du milieu de culture sans SVF. 
Quatre paramètres de cette étape ont été étudiés : 
• La quantité d’IgE optimale pour sensibiliser les cellules : des dégranulations ont été 
réalisées en sensibilisant les cellules par des gammes de concentration en IgE totales de 
différents sérums allant de 30 UI/mL à 1,6 UI/mL, par dilutions de 2 en 2. 
• Le volume réactionnel pour la sensibilisation : les sérums ont été dilués dans 50, 100 ou 
200 µL de milieu de culture sans SVF. 
• La durée d’incubation des IgE avec les cellules : les IgE ont été incubées avec les 
cellules pendant 6, 18, 24 ou 40 h.  
• Le prétraitement des sérums avant la sensibilisation des cellules RBL SX-38. L’effet 
sur la capacité de dégranulation de différents prétraitements des sérums a été testé :  
- Pré-incubation sur cellules RBL 2H3 : Des cellules RBL-2H3 sont ensemencées dans des 
plaques de culture de 96 puits à raison de 1,2.105 cellules/mL et de 100 µL par puits en milieu 
de culture complet. Après 24 h d’incubation à l’étuve à 37°C, les cellules sont lavées au PBS. 
Cent microlitres par puits de sérum dilué à 10 UI/mL d’IgE totales dans du milieu de culture 
sans SVF sont ensuite ajoutés. Après 2 h d’incubation à 37°C, les sérums sont collectés puis 
transférés sur les cellules RBL SX-38. 
- Chauffage : Les sérums sont chauffés pendant 5 min à 56°C puis dilués à 10 UI/mL d’IgE 
totales pour sensibiliser les cellules RBL SX-38. Des sérums dilués au 1/2 avec du glucose 4 
M puis chauffés pendant 45 min à 56°C ont également été testés [364]. 
- Epuisement des sérums en IgG par passage sur protéine G : La protéine G est décrite pour 
sa faible affinité pour les IgE humaines et sa forte affinité pour les IgG humaines [365]. Le 
gel utilisé (ProSep, Millipore) est rincée par 10 volumes de tampon d’adsorption (tampon 
PBS pH 7,4 contenant 0,5 M de NaCl). Après centrifugation (3 min, 3000 g, 4°C), la protéine 
G est reprise par 2 volumes de tampon d’adsorption et est répartie en tubes eppendorf (500 µL 
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par tube). Après centrifugation (3 min, 3000 g, 4°C), le surnageant est éliminé. Les sérums 
dilués au 1/5 en tampon d’adsorption sont ensuite ajoutés sur la protéine G. Après 1 h sous 
agitation douce à 20°C, le tube est centrifugé (3 min, 3000 g, 4°C) et le surnageant, fraction 
déplétée en IgG, est prélevé. 
- Immunopurification des IgE : La purification des IgE des sérums humains est réalisée par 
chromatographie d’affinité. Le principe repose sur la liaison des IgE humaines à des anticorps 
anti-IgE humaines greffés à un support solide. Les IgE vont être sélectivement retenues sur le 
support tandis que les autres constituants des sérums restent dans la solution non retenue. 
Après lavage, un changement de pH permet ensuite d’éluer les IgE fixées sur le gel. 
Un mélange équimolaire des anticorps monoclonaux anti-IgE humaines BS17 et LE27 
est couplé à de la CNBr-activated SepharoseTM 4B (Amersham Biosciences) selon les 
instructions du fournisseur. Le gel est ensuite conservé à 4°C dilué au 1/5 en tampon de 
lavage (tampon phosphate de sodium 20 mM contenant 0,4 M de NaCl et 0,1% de SAB, pH 
8) auquel est ajouté 0,01% d’azoture de sodium. Avant utilisation, le gel est lavé 3 fois par 
suspension du gel dans 5 volumes de tampon de lavage, centrifugation (500 g, 5 min, 20°C), 
et prélèvement du surnageant. Pour réaliser l’immunopurification des IgE de sérums humains, 
400 µL de suspension du gel dans le tampon de lavage (80 µL de gel) sont transférés dans un 
tube eppendorf. Après centrifugation, le tampon de lavage est retiré et 100 µL de sérum dilué 
au 1/4 en tampon de lavage sont ajoutés. Le gel est alors incubé avec le sérum sous agitation 
rotationnelle à 20°C pendant 4 h. Après centrifugation, la fraction non retenue est collectée. 
Deux cycles de lavage sont ensuite effectués et les IgE sont éluées par addition successive de 
3 x 200 µL de tampon tampon glycine 0,1 M contenant 0,4 M de NaCl et 0,1% de SAB, pH 3. 
Après centrifugation (800 g, 1 min, 20°C), l’éluat acide est rapidement neutralisé par ajout de 
soude 2 M.  
II.4.3.3. Activation des cellules 
Après incubation avec les IgE, les cellules sont lavées 3 fois avec du tampon NaPIPES 
(NaPIPES 20 mM, NaCl 100 mM, KCl 5 mM, MgCl2 0,4 mM, CaCl2 1 mM, glucose 5,6 mM 
et 0,1% de SAB, pH 7). Le dernier lavage est réalisé par une incubation sous agitation 
modérée (150 rpm) de 15 min avec le tampon NaPIPES. Les différents activateurs sont 
ensuite incubés en duplicat (50 µL/puits, dilués dans du tampon NaPIPES) à 37°C sous 
agitation (150 rpm) (incubateur INFORS, Bottmingen, Suisse). Ces activateurs correspondent 
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à des gammes de concentrations en allergènes du lait de vache ou d’arachide, dilués de 10 en 
10. La durée d’activation par ces allergènes est de 5, 15, 45 ou 60 min. 
Des contrôles sont réalisés systématiquement pour chaque sérum : 
- la dégranulation basale est mesurée en activant les cellules sensibilisées avec le tampon 
NaPIPES seul 
- le contenu total en β-hexosaminidase est mesuré par lyse des cellules avec du Triton X-
100 (1% final) 
- la dégranulation de référence, IgE-dépendante, est mesurée en provoquant 
artificiellement le pontage des IgE à l’aide d’anticorps anti-IgE humaines. A cette occasion, 
trois anticorps anti-IgE humaines différents ont été comparées pour déterminer la 
dégranulation de référence. Les différents anticorps anti-IgE humaines testés sont les 
anticorps monoclonaux de souris LE27 et BS17 et un anticorps commercial polyclonal de 
chèvre (clone STAR96, Serotec). Des gammes de concentrations ont été réalisées de 50 à 
50000 ng/mL pour chacun de ces anticorps. 
II.4.3.4. Dosage des médiateurs libérés 
L’intensité de la dégranulation est estimée à l’aide du dosage, dans le surnageant, de 
deux médiateurs : l’histamine et la β-hexosaminidase. 
Le dosage de l’histamine est réalisé avec le kit Histamine EIA de chez SPI-BIO/Bertin 
(Montigny-le-Bretonneux, France) selon les instructions fournies par le fournisseur. C’est un 
test de dosage enzymatique par compétition qui requiert une étape préalable de dérivatisation 
chimique des échantillons. 
Le dosage enzymatique de la β-hexosaminidase est réalisé selon la méthode décrite 
par Hoffmann et coll. [363]. Il repose sur une réaction colorimétrique enzymatique avec son 
substrat, le p-nitrophényl-N-acétyl-β-D-glucosaminide libérant du p-nitrophénol. Après 
changement du pH du milieu, sa base conjuguée, l'ion p-nitrophénolate absorbe à 405 nm. 
Après l’activation des cellules, les surnageants de culture sont donc transférés sur une plaque 
96 puits (Greiner, 30 µL par puits) puis 50 µL d’une solution contenant du p-nitrophényl-N-
acétyl-β-D-glucosaminide (1,3 mg/mL dans du tampon acide citrique 0,1 M pH 4,5) sont 
ajoutés. La plaque est alors incubée à 37°C sous agitation (150 rpm) pendant 1 h. La réaction 
est alors arrêtée par ajout de 100 µL de tampon glycine 0,2 M, pH 10,7 et l’absorbance est 
mesurée à 405 nm. 
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II.4.3.5. Contrôles réalisés lors des tests de dégranulation 
Un premier contrôle effectué avec une protéine animale, l’albumine sérique humaine, 
n’a pas engendré de dégranulation significative après sensibilisation des cellules par des IgE 
de patients allergiques à l’arachide ou au lait (non montré). 
Par ailleurs, la spécificité de la dégranulation induite par les différents allergènes 
testés est vérifiée en réalisant une dégranulation dans les mêmes conditions expérimentales 
avec des sérums individuels ou pools de sérums de patients ayant une autre allergie 
alimentaire. L’absence d’IgE spécifiques de l’allergène à tester dans ces sérums est vérifiée 
dans les deux formats de dosage disponibles au laboratoire (EAST et dosage par capture des 
IgE). Dans le cas de l’étude des allergènes du lait, ce sont donc des sérums de patients 
allergiques à l’arachide et non sensibilisés au lait qui sont utilisés. Pour l’étude des allergènes 
de l’arachide, pour des raisons de volumes de sérums disponibles, un pool de 10 sérums de 
patients allergiques au lait et non sensibilisés à l’arachide est utilisé (paragraphe II.2.2). 
Un contrôle interne est réalisé sur chaque plaque dans les mêmes conditions 
expérimentales en sensibilisant les cellules avec le pool de 76 sérums de patients allergiques à 
l’arachide. Les dégranulations basale, totale et de référence sont déterminées à chaque 
expérience. 
II.4.3.6. Expression des résultats 
Les résultats des dégranulations de mastocytes sont exprimés, lors du dosage de la β-
hexosaminidase, en mA à 405 nm, puis rapportés aux signaux obtenus lors des dégranulations 
totales ou de référence. 
- La dégranulation basale est exprimées directement en fonction du contenu total en β-





- Les dégranulations sont exprimées en fonction du contenu total β-hexosaminidase : 







- Les dégranulations spécifiques sont également exprimées en fonction de la dégranulation 
de référence (obtenue par un anticorps anti-IgE humaines) : 
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Afin d’exprimer numériquement les résultats obtenus pour chaque sérum et allergène 
testé, les courbes de dégranulation obtenues ont été modélisées en utilisant le logiciel 
GraphPad. L’équation de la courbe de régression et un exemple sont donnés figure 17. 
 
Figure 17 : Modélisation des résultats de dégranulation. 
 
Cette modélisation permet de déterminer deux paramètres représentatifs des résultats 
obtenus : le maximum de dégranulation (MaxD) et l’EC50, correspondant à la dose 
d’allergène nécessaire pour induire 50% de ce maximum. Dans certains cas, les courbes ont 
été bimodales : le pourcentage de dégranulation atteint un premier plateau et pour des 
concentrations plus importantes d’allergènes, la dégranulation tend à augmenter à nouveau 
pour atteindre alors un second plateau. Dans ces cas-là, deux MaxD et EC50 ont été 
déterminés. 
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III. RESULTATS ET DISCUSSION 
La mise au point du test cellulaire a été réalisée en prenant pour modèle l’allergie à 
l’arachide. Elle s’appuie principalement sur l’utilisation d’un pool de 76 sérums de patients 
allergiques à l’arachide représentatifs de la sérothèque, puis elle a été validée par l’analyse 
individualisée d’un nombre limité de patients allergiques à l’arachide. Le laboratoire bénéficie 
en effet d’une importante sérothèque de patients allergiques à l’arachide et notamment de 
sérums de patients fortement sensibilisés, c’est-à-dire présentant de fortes concentrations 
d’IgE spécifiques des protéines de l’arachide. Par la suite, le modèle cellulaire mis au point a 
été appliqué à l’étude du potentiel de dégranulation des protéines de l’arachide et du lait. 
III.1. MISE AU POINT DU MODELE CELLULAIRE DE 
DEGRANULATION AVEC LES CELLULES RBL SX-38 
La mise au point du modèle cellulaire de dégranulation inclut la caractérisation de la 
lignée cellulaire RBL SX-38 et l’optimisation des différents paramètres du test. A cette 
occasion, nous avons développé des tests de contrôle de l’expression du FcεRI humain par 
cytométrie en flux et immunoempreinte. Nous avons également sous-cloné la lignée cellulaire 
afin d’obtenir un clone stable ayant une forte expression du FcεRI et une importante capacité 
de dégranulation. 
III.1.1. Choix du médiateur dosé pour évaluer la dégranulation des 
cellules 
Le dosage de la β-hexosaminidase, une enzyme libérée lors de la dégranulation en 
même temps que l’histamine, est le marqueur couramment utilisé pour quantifier la 
dégranulation des cellules RBL 2H3 [363]. Cependant, l’histamine étant un médiateur très 
important de la réaction allergique, nous avons voulu comparer les libérations d’histamine et 
de β-hexosaminidase par les cellules RBL SX-38 activées via les IgE. Dans ce but, deux 
expériences ont été réalisées : l’une en faisant varier la quantité d’IgE pour sensibiliser les 
cellules et en activant ensuite la dégranulation avec une quantité fixe d’anticorps anti-IgE 
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humaines (figure 18, A) ; l’autre en sensibilisant les cellules avec une quantité fixe d’IgE puis 
en faisant varier la concentration d’anticorps anti-IgE pour activer les cellules (figure 18, B). 
La β-hexosaminidase et l’histamine libérées dans le surnageant ont ensuite été dosées en 
parallèle sur les mêmes surnageants de culture, et rapportées à la quantité totale de ces 
médiateurs libérée après lyse cellulaire au triton. 
 
 
Figure 18 : Comparaison de la libération d’histamine et de β-hexosaminidase par les 
cellules RBL SX-38. 
A : cellules sensibilisées par des doses croissantes d’IgE immunopurifiées du pool de 76 
sérums de patients allergiques à l’arachide puis activées avec l’anticorps polyclonal anti-IgE 
humaines (clone STAR96) à 5 µg/mL 
B : cellules sensibilisées par 1,25 UI par puits d’IgE immunopurifiées du pool de 76 sérums 
de patients allergiques à l’arachide puis activées par une gamme de concentrations de 
l’anticorps polyclonal anti-IgE humaines (clone STAR96). 
 
Après sensibilisation avec des doses croissantes d’IgE, les valeurs de libération 
d’histamine et de β-hexosaminidase sont très proches. Il en est de même après activation par 
une gamme de concentrations d’anticorps anti-IgE.  
Les libérations d’histamine et de β-hexosaminidase par les cellules RBL SX-38 sont 
ainsi parallèles et non significativement différentes. Ces résultats confirment les observations 
de Lagunoff sur des mastocytes péritonéaux de rat [366]. Razin et coll. ont également montré 
avec des mastocytes de souris dérivés de la moelle osseuse que les libérations d’histamine, de 
LTC4, de chondroïtine sulfate E et de β-hexosaminidase sont parallèles [367]. 
Le dosage d’histamine est un dosage enzymo-immunologique de type compétitif 
commercial et coûteux. Il est relativement lourd à mettre en œuvre car il requiert une étape de 
dérivatisation des échantillons, et les résultats sont obtenus en 24 h. Dans la littérature, la 
libération d’un autre médiateur, la sérotonine, permet également d’évaluer la dégranulation 
des cellules. Cependant, ce dosage requiert la manipulation de sérotonine tritiée [349;352]. Le 
dosage de la β-hexosaminidase repose quant à lui sur une réaction colorimétrique rapide (1 h). 
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De plus, il est peu coûteux, simple à mettre en œuvre et les réactifs ne sont pas toxiques. 
L’ensemble de ces avantages nous a conduit à adopter le dosage de la β-hexosaminidase par 
les cellules RBL SX-38 pour mesurer l’intensité de la dégranulation dans l’ensemble des 
expériences ultérieures. 
III.1.2. Sous-clonage de la lignée et sélection du meilleur clone 
En cultivant les cellules RBL SX-38, nous avons remarqué une hétérogénéité des 
populations cellulaires, notamment de par leur morphologie. Certaines cellules apparaissaient 
allongées et fortement adhérentes alors que d’autres étaient plus arrondies et avaient tendance 
à ne pas adhérer au support de culture. Nous avons donc tout d’abord réalisé un sous-clonage 
de la lignée cellulaire, puis les clones ont été cultivés dans un milieu de culture avec une 
pression de sélection plus ou moins importante (2,4 ou 1,2 mg/mL de généticine). Nous avons 
ainsi isolé puis amplifié 35 clones différents. Pour faire les expériences dans le but de 
sélectionner le meilleur clone, nous avons sélectionné 9 clones représentatifs des différentes 
morphologies observées (cellules allongées en faisceaux, arrondies en brique, crénelées) et 
avec des niveaux variables d’expression de la chaîne α à leur surface. Leur capacité à 
dégranuler (contenu total en β-hexosaminidase et intensité de dégranulation après liaison 
d’IgE et activation par un anticorps anti-IgE) a ensuite été analysée. Le tableau 8 synthétise 
les résultats obtenus pour ces 9 clones et la lignée-mère de cellules RBL SX-38. 
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Tableau 8 : Caractéristiques des clones de RBL SX-38 
expression de la chaîne α du FcεRI humain capacité de dégranulation 
moyenne de fluorescence 













(mA à 405 
nm) 
dégranulation par un 
anticorps anti-IgE 
humaines de cellules 
sensibilisées avec le 
standard IgE humaines 
(% du total) 
1 B 2,6 71 89 28 534 51 
19 AF 4,8 94 96 20 1306 8 
21 B 3,2 105 96 33 565 0 
22 B/AF C 3,9 74 95 19 653 25 
24 AF 4 100 98 25 565 53 
25 AF 3,5 40 65 12 1587 48 
26 B 2,3 63 56 28 1232 52 
35 B C 4 132 98 33 618 28 
38 AF 4,6 99 96 22 1649 54 
lignée-
mère B/AF 3,2 146 94 46 733 30 
B : en briques, AF : allongées en faisceaux, C : crénelées. 
 
III.1.2.1. Expression de la chaîne α du FcεRI par les différents clones 
L’analyse par cytométrie en flux des cellules RBL 2H3 marquées par l’anticorps anti-
chaîne α humaine a mis en évidence des signaux équivalents à ceux observés pour le contrôle 
isotypique (non montré). Les résultats des marquages des différents clones de cellules RBL 
SX-38 par l’anticorps spécifique de la chaîne α du FcεRI humain sont exprimés en moyenne 
de fluorescence. Les résultats sont également exprimés en pourcentage de cellules positives 
(exprimant la chaîne α du FcεRI humain à leur surface), reflétant l’expression du récepteur en 
terme qualitatif, ou en RFI, reflétant l’intensité de cette expression (tableau 8). Ces paramètres 
sont significativement plus élevés après marquage des cellules RBL SX-38 avec l’anticorps 
anti-chaîne α du FcεRI humain que suite au marquage avec l’isotype contrôle. Les différents 
clones de cellules RBL SX-38 et la lignée-mère expriment donc bien la chaîne α du FcεRI 
humain, à des niveaux variables selon le clone considéré. Notons que les niveaux 
d’expression des différents clones restent inférieurs à celui de la lignée-mère. 
Nous avons ensuite caractérisé ces différents clones selon leur capacité de 
dégranulation. 
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III.1.2.2. Evaluation de la capacité de dégranulation des différents clones 
La quantité totale en β-hexosaminidase contenue dans les cellules est obtenue en 
lysant les cellules par du Triton X-100, l’absorbance obtenue est alors directement 
proportionnelle à cette quantité. Pour un même nombre de cellules ensemencées au départ du 
test de dégranulation, le contenu total en β-hexosaminidase présente une forte variabilité. Pour 
les 9 clones testés, les mesures s’échelonnent de 534 à 1649 mA, avec comme valeur de 
référence 733 mA obtenue pour la lignée-mère (tableau 8). Après sensibilisation des cellules 
par 1 UI d’IgE standard par puits et pontage par un anti-IgE, la capacité à libérer la β-
hexosaminidase a été déterminée pour les différents clones (tableau 8). Certains clones (n°19 
ou 21) montrent des pourcentages de dégranulation très faibles, voire nuls. A l’inverse, 
certains clones (n°1 ou 38) présentent les plus fortes capacités à dégranuler avec des valeurs 
presque 2 fois supérieures aux pourcentages estimés pour la lignée-mère. 
Il est à noter que le seul niveau d’expression de la chaîne α ne permet pas de rendre 
compte de la capacité de dégranulation IgE-dépendante. Par exemple, le clone 21 présente des 
niveaux d’expression élevés de la chaîne α du récepteur, mais la dégranulation IgE-
dépendante s’avère ineffective. 
Afin d’approfondir la sélection du meilleur clone, des tests de dégranulation ont été 
effectués en sensibilisant les cellules avec cette fois-ci des IgE immunopurifiées à partir de 
sérums de patients allergiques à l’arachide. Les clones n°1 et n°38 ont été sélectionnés pour 
leurs meilleures capacités à dégranuler dans le test précédent et pour leurs différences de 
morphologie cellulaire, le clone n°1 étant constitué de cellules arrondies, en brique et le clone 
n°38 de cellules allongées en faisceaux. Les cellules de la lignée-mère et des clones n°1 et 
n°38 ont été sensibilisées à raison de 1 UI d’IgE/puits. Les IgE déposées ont été 
immunopurifiées à partir de sérums de patients allergiques à l’arachide (n°42, 263 et 392) 
caractérisés au laboratoire en termes d’IgE spécifiques, et activées avec un anticorps anti-IgE 
humaine (STAR96 à 3 µg/mL) ou par un extrait brut d’arachide dilué à 35 ng/mL (figure 19). 
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Figure 19 : Comparaison de la capacité de dégranulation des clones n°1 et n°38 et des 
cellules de la lignée-mère de RBL SX-38 sensibilisées par les IgE immunopurifiées des 
sérums n° 42, 263 et 392. 
 
Pour chacun des 3 sérums utilisés, les pourcentages de dégranulation obtenus par 
l’anti-IgE ou avec l’EPBA sont plus importants pour les clones n°1 et 38 que pour la lignée-
mère de cellules RBL SX-38. Le clone n°38 présente les plus fortes valeurs avec des 
pourcentages de dégranulation souvent supérieurs à 50%. 
 
L’expression relativement importante de la chaîne α du FcεRI, un contenu très 
important en β-hexosaminidase, et une forte capacité à dégranuler, que ce soit après 
sensibilisation par un standard IgE humaine ou par des IgE immunopurifiées à partir de 
sérums de patients allergiques à l’arachide, nous a permis de sélectionner le clone n°38. Par 
ailleurs la lignée cellulaire résultante apparaît plus homogène, avec des cellules allongées et 
fortement adhérentes. Nous avons donc précisé la caractérisation de ce clone, notamment au 
niveau de l’expression de la chaîne β. 
III.1.2.3. Caractérisation du clone sélectionné 
Nous avons tout d’abord cherché à mesurer l’expression de la chaîne β humaine par 
cytométrie en flux. Les moyennes de fluorescence des cellules RBL SX-38 marquées par 
l’anticorps anti-chaîne β du FcεRI humain ont été de 6,6 +/- 0,3 vs 3,9 +/- 0,3 pour le contrôle 
isotypique (moyenne +/- erreur standard, n=4). Cette différence peu significative suggère soit 
que la chaîne β n’est pas exprimée, soit que l’anticorps n’est pas fonctionnel en cytométrie en 
flux (épitope non accessible). Nous avons donc vérifié dans un second temps l’expression de 
la chaîne β par une autre technique, la technique d’immunoempreinte. 
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Un lysat cellulaire en conditions dénaturantes a été réalisé à partir des cellules RBL 
SX-38 et RBL 2H3 (contrôle négatif), puis séparé par SDS-PAGE. Une immunoempreinte est 
ensuite réalisée avec le même anticorps anti-chaîne β du FcεRI humain. La figure 20 
représente les électrophorèses et les immunoempreintes obtenues avec les extraits protéiques 
cellulaires RBL SX-38 et RBL 2H3. 
 
 
Figure 20 : Contrôle de l’expression de la chaîne β par immunoempreinte après 
séparation par SDS-PAGE des extraits protéiques cellulaires 
(M : marqueur de masse moléculaire). 
 
L’immunoempreinte obtenue avec le lysat cellulaire des cellules RBL SX-38 montre 
une bande située entre 22 et 36 kDa. Cette bande non présente pour le lysat des cellules RBL 
2H3 correspond à la chaîne β du FcεRI humain de MM 28 kDa. Les cellules RBL SX-38 
expriment donc bien la chaîne β du FcεRI. Bien que la localisation membranaire ne soit pas 
confirmée par cette technique, on peut supposer que la chaîne β est exprimée à la membrane. 
La conformation alors adoptée rendrait en effet inaccessible l’épitope reconnu par l’anticorps 
spécifique. L’extraction protéique et la séparation par électrophorèse dans des conditions 
dénaturantes permettraient le démasquage de l’épitope et sa reconnaissance par l’anticorps 
spécifique de la chaîne β. 
 
Si les expressions des chaînes α et β humaines ont pu être caractérisées, l’expression 
de la chaîne γ n’a pas pu être vérifiée du fait d’absence d’anticorps commerciaux spécifiques 
de cette chaîne. 
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Les outils d’étude mis au point permettent un contrôle de l’expression de la chaîne α 
par le clone de cellules RBL SX-38 sélectionné (clone 38). Cette simple expression a été 
testée tout au long de ma thèse et a servi à contrôler l’absence de dérive de la lignée. Un 
premier contrôle est notamment effectué à chaque nouvelle décongélation du clone, et après 
une vingtaine de repiquages. L’expression de la chaîne α du FcεRI est restée constante au 
cours de la culture des cellules RBL SX-38. 
 
La sélection clonale de cellules RBL SX-38 ainsi effectuée, les différents paramètres 
des quatre étapes (ensemencement, sensibilisation, activation, dosage d’un médiateur libéré) 
du test cellulaire de dégranulation ont été optimisées. Les résultats qui sont ici exposés 
reposent principalement sur l’utilisation des IgE immunopurifiées du pool de patients 
allergiques à l’arachide afin de sensibiliser les cellules. Ce pool a été caractérisé au laboratoire 
et contient 960 UI/mL d’IgE totales et 160 UI/mL d’IgE spécifiques de l’arachide. Les 
résultats ont ensuite été confirmés avec des sérums individuels de patients allergiques à 
l’arachide. 
III.1.3. Adaptation du test cellulaire de dégranulation au format 96 
puits 
Les premiers travaux réalisés ont permis d’adapter ce test cellulaire au format 96 puits, 
facilitant l’étude simultanée de nombreux allergènes en minimisant les volumes de sérums 
nécessaires. Nous avons tout d’abord calibré le nombre de cellules à ensemencer par puits. 
Dans ce but, nous avons ensemencé 8000, 10000 ou 12000 cellules dans les puits d’une 
plaque 96 puits, puis comparé les dégranulations obtenues pour des cellules sensibilisées 24 h 
plus tard avec des IgE du pool de sérums de patients allergiques à l’arachide. L’activation est 
induite 24 h plus tard par ajout de Triton (contenu total en β-hexosaminidase), par un 
anticorps polyclonal spécifique des IgE (STAR96, dégranulation de référence) ou par 
l’EPBA. Les résultats sont représentés figure 21. 
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Figure 21 : Détermination du nombre de cellules optimales à ensemencer par puits pour 
le test de dégranulation. 
Les résultats sont exprimés en mA nette (après soustraction de la mA basale obtenue avec des 
cellules sensibilisées mais non activées). 
 
Deux jours après l’ensemencement de 8000 cellules par puits, les cellules ne sont pas 
encore pré-confluentes (formation d’un tapis cellulaire avec des interstices entre les cellules). 
Les libérations de β-hexosaminidase après activation sont également assez faibles. Un 
ensemencement de 20000 cellules par puits engendre la plus forte détection de β-
hexosaminidase libérée après lyse cellulaire ou activation via les IgE. Par contre, l’analyse au 
microscope montre que les cellules ont poussé au-delà de la pré-confluence. Enfin, l’état des 
cellules qui sont pré-confluentes après 48 h et la quantité totale de β-hexosaminidase assez 
élevée nous a permis de définir le dépôt de 12000 cellules par puits comme optimal. Il est 
intéressant de noter que, quelque soit la quantité de cellules ensemencées au départ, la 
dégranulation spécifique obtenue avec l’EPBA exprimée en fonction de la dégranulation de 
référence s’est avérée identique (entre 68 et 71%). 
III.1.4. Optimisation de l’étape de sensibilisation 
III.1.4.1. Amélioration de la sensibilité et de la reproductibilité du test par 
prétraitement des sérums humains 
L’utilisation des sérums de patients allergiques dilués à 10 UI/mL puis incubés pour la 
sensibilisation en milieu complet a engendré une mauvaise reproductibilité des expériences, 
des intensités de dégranulation assez faibles et des dégranulations basales assez élevées. Par 
exemple, pour le pool de sérums de patients allergiques à l’arachide utilisé directement pour 
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sensibiliser les cellules, nous avons réalisé un suivi des différentes dégranulations contrôles 
obtenues : la dégranulation basale et la dégranulation de référence IgE-dépendante (obtenue 
avec l’anti-IgE STAR96). En analysant 27 expériences réalisées sur différentes plaques et sur 
différents jours, nous avons constaté que les dégranulations basales (induites par le tampon 
seul) ont été assez élevées avec une grande variabilité : 5,8 +/- 4,8% du total (moyenne +/- 
écart-type). De plus, les dégranulations de référence obtenues avec l’anti-IgE STAR96 ont été 
à la fois faibles et très variables : 16 +/- 5,2% du total (moyenne +/- écart-type).  
Nous avons donc cherché à améliorer la sensibilité et la reproductibilité du test 
cellulaire en comparant l’effet de plusieurs prétraitements des sérums sur la sensibilisation des 
cellules. Dibbern et coll. suggère qu’une pré-incubation des sérums sur des cellules RBL 2H3 
(lignée non transfectée) pendant 2 h permet d’épuiser les sérums des facteurs responsables 
d’interactions non spécifiques avec les cellules et d’augmenter la sensibilité du test [352]. 
Palmer et coll. proposent un épuisement préalable des sera en IgG (par la protéine G) avant la 
sensibilisation des cellules [184]. Demeulemester et coll. ont également montré qu’un 
chauffage pendant 5 min à 56°C des sérums permettait d’augmenter la réactivité des IgE 
[368]. Enfin, il nous semblait  intéressant de regarder l’effet de la décomplémentation des 
sérums (en les chauffant pendant 45 min à 56°C). Ce chauffage est réalisé en présence de 
glucose à une concentration finale de 2 M afin de protéger les IgE comme décrit par Binaghi 
et coll. [364]. 
Nous avons donc testé l’effet de ces différents prétraitements des sérums sur la 
dégranulation des cellules RBL SX-38 : pré-incubation des sérums sur les cellules RBL 2H3, 
chauffage de 5 min à 56°C ou de 45 min à 56°C en présence de glucose 2M, épuisement des 
sérums en IgG. 
Lors d’expériences préliminaires, nous avons cherché à épuiser les IgG de 18 sérums 
de patients allergiques à l’arachide en les incubant avec la protéine G, protéine liant les IgG 
mais pas les IgE [365]. Cependant, après ce passage sur protéine G, les IgE résiduelles 
présentes dans la fraction non retenue ne présentaient que 3,4% des IgE totales. Une forte 
proportion des IgE pourraient en effet être complexées par des IgG anti-IgE, les retenant donc 
sur la protéine G via les IgG. Nous avons contourné ce problème en purifiant spécifiquement 
les IgE par chromatographie d’affinité sur un gel de sépharose greffé avec des anticorps 
monoclonaux anti-IgE humaines. Les IgE sont alors retenues sur le gel puis éluées par un 
choc acide avec un rendement de 60 à 70%. Par cette technique, les IgG anti-IgE complexées 
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aux IgE sont en théorie également éluées. Cependant, les autres composants des sérums, et 
notamment les IgG spécifiques d’allergènes, sont écartés. 
Nous avons alors comparé la dégranulation de référence induite par l’anti-IgE 
STAR96 pour des cellules sensibilisées avec 4 sérums individuels de patients allergiques à 
l’arachide (n° 51, 92, 488 et 631) ayant subis les différents prétraitements. Les sérums ont été 
dilués afin d’incuber 1 UI d’IgE totales par puits pour sensibiliser les cellules RBL SX-38 
pendant 24 h. Le tableau ci-dessous (tableau 9) présente les caractéristiques de ces sérums et 
les résultats des dégranulations obtenues avec l’anti-IgE. 
Tableau 9 : Récapitulatif des résultats obtenus avec les sérums utilisés après différents 
prétraitements. 
Dégranulations de référence obtenues avec l'anti-IgE STAR96 





















51 2430 22 26 26 33 51 
92 1170 28 23 30 42 65 
488 470 21 16 17 39 46 
631 630 22 21 19 41 49 
 
Ces résultats montrent que la pré-incubation sur cellules RBL 2H3 et le chauffage 
modéré des sérums (5 min à 56°C) ne modifient pas ou peu l’intensité de la dégranulation de 
référence. A l’inverse, un chauffage plus long (45 min à 56°C) augmente de plus de 50% 
l’intensité de la dégranulation obtenue. L’immunopurification des IgE des sérums est le 
prétraitement qui entraîne les intensités de dégranulation les plus importantes. Les 
dégranulations sont en général près de 2 fois plus fortes qu’avec les sérums non traités. 
L’effet des différents prétraitements des sérums a été également évalué lors de 
dégranulations spécifiques avec des gammes d’EPBA sur des cellules sensibilisées par le pool 
de 76 sérums de patients allergiques à l’arachide. Le pool de sérums était prétraité selon les 
mêmes protocoles que précédemment. La figure 22 présente les courbes de dégranulation 
obtenues. 
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Figure 22 : Effets comparatifs des différents prétraitements du pool de sérums de 
patients allergiques à l’arachide sur la dégranulation induite par l’EPBA. 
 
Les courbes de dégranulation obtenues après les différents prétraitements sont 
parallèles. Les dégranulations maximales sont obtenues dans tous les cas à 10 ng/mL 
d’EPBA. A cette concentration optimale d’activateur, la dégranulation spécifique pour le pool 
non traité est assez faible, n’atteignant que 20% de la dégranulation totale conformément aux 
résultats précédents. La pré-incubation sur cellules RBL-2H3 ne permet pas d’augmenter 
l’intensité de la dégranulation alors que le chauffage des sérums a un bénéfice significatif sur 
l’intensité de la dégranulation (24 et 34% de la dégranulation totale après 5 et 45 min 
respectivement). L’immunopurification en IgE des sérums est le prétraitement qui donne les 
meilleures dégranulations, atteignant 54% du contenu total en β-hexosaminidase. 
Pour vérifier les effets de l’immunopurification en IgE du pool de 76 sérums sur 
l’intensité des dégranulations basales et la reproductibilité des expériences, nous avons 
également réalisé un suivi des différentes dégranulations contrôles obtenues : la dégranulation 
basale et la dégranulation de référence IgE-dépendante (obtenue avec l’anti-IgE STAR96) ont 
été mesurées après immunopurification sur 73 expériences menées sur différentes plaques et 
sur différents jours. Les dégranulations basales ont été de 3,2 +/- 1,3% (moyenne +/- écart-
type) et les dégranulations de référence de 46 +/- 10,7% (moyenne +/- écart-type). Par 
conséquent, l’immunopurification des IgE des sérums permet de diminuer la dégranulation 
basale et d’augmenter par un facteur 3 la dégranulation de référence. La répétabilité et la 
reproductibilité sont alors correctes. 
L’immunopurification des IgE est le prétraitement choisi pour nos futurs 
développements. Cette méthode choisie est, certes, la moins simple à mettre en œuvre mais 
procure de meilleures caractéristiques au modèle. 
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III.1.4.2. Optimisation de la quantité d’IgE 
Afin d’optimiser la quantité de sérums utilisés pour sensibiliser les cellules dans les 
tests de dégranulation, nous avons effectué des dégranulations en sensibilisant les cellules 
avec des concentrations variables d’IgE issues de patients allergiques (n°51, 92, 470 et 631) 
ou du pool de 76 sérums de patients allergiques à l’arachide. Elles ont été diluées dans une 
gamme de concentration de 2 en 2, allant de 30 à 1,9 UI/mL ou de 20 UI/mL à 1,25 UI/mL, 
pendant 24 h. La dégranulation est induite par l’anticorps monoclonal LE27 puis rapportée 
par rapport à la quantité de β-hexosaminidase libérée après lyse cellulaire au triton (% du 
total). 
 
Figure 23 : Influence de la concentration en IgE immunopurifiées sur la dégranulation 
de référence des cellules RBL SX-38. 
 
Pour tous les sérums testés, la dégranulation varie en fonction de la quantité d’IgE 
utilisée pour sensibiliser les cellules (figure 23). A partir d’une sensibilisation à 1 UI d’IgE 
par puits (10 UI/mL), la dégranulation atteint un plateau suggérant que cette quantité permet 
de sensibiliser tous les FcεRI présents sur les cellules dans nos conditions de culture. Si l’on 
considère que l’expression des FcεRI à la surface des cellules RBL SX-38 est de 
130000/cellule [350], et que le nombre de cellules après 2 jours de culture est de 40000 par 
puits, 5,2 milliards de FcεRI sont présents par puits. Une Unité Internationale d’IgE 
correspond à 2,4 ng d’IgE, soit 7,7 milliards de molécules d’IgE. Dans ces conditions 
particulières de culture, l’ajout d’1 UI d’IgE équivaut à l’ajout de 1,5 molécules d’IgE pour 
une molécule de FcεRI exprimé à la surface d’une cellule. Ce rapport semble suffisant pour 
saturer les récepteurs et tous les sites de fixation des IgE seraient donc effectivement occupés. 
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III.1.4.3. Optimisation du volume de milieu dans lequel sont diluées les IgE 
Les IgE étant diluées à 1 UI par puits pour une sensibilisation optimale, plusieurs 
volumes de milieu de dilution ont été testés. Il fallait déterminer le volume permettant une 
sensibilisation optimale des cellules tout en permettant de diluer au maximum les IgE dans le 
milieu de culture. En effet, une dilution d’au moins 1/5 est nécessaire pour l’apport en milieu 
de culture garantissant la pousse des cellules dans les plaques. Nous avons testé les volumes 
réactionnels de 50 µL, 100 µL et 200 µL. Les dégranulations obtenues avec les IgE du pool 
immunopurifiées sont équivalentes quand la sensibilisation est effectuée dans un volume de 
50 µL ou 100 µL. Par contre, dans un volume de 200 µL, les dégranulations sont plus faibles. 
Les cellules étant adhérentes, la rencontre des IgE avec les cellules ne serait pas favorisée 
dans ce volume. Un volume de 100 µL a été choisi afin de pouvoir diluer au maximum les 
sérums tout en garantissant l’accessibilité des IgE pour les cellules. Les IgE déposées dans les 
puits doivent donc être à une concentration de 10 UI/mL de fractions immunopurifiées. 
III.1.4.4. Durée d’incubation des IgE avec les cellules 
La durée de sensibilisation des cellules par les IgE a été également optimisée. Pour 
cela, une expérience a été conduite en modulant la durée d’incubation des IgE du pool 
immunopurifiées, diluées à 1 UI d’IgE par puits sur les cellules RBL SX-38, de 8 à 40 heures. 
 
 
Figure 24 : Cinétique de l’étape de sensibilisation. 
 
Comme nous pouvons le constater sur la figure 24, la sensibilisation de cellules évolue 
en fonction du temps pour atteindre une valeur optimale après 24 h d’incubation des sérums. 
Une incubation prolongée de 40 h permet des dégranulations équivalentes à celles du temps 
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24 h pour l’anti-IgE et l’EPBA, mais elle génère des écarts-types très importants. Les 
sensibilisations seront donc réalisées sur 24 h par la suite. 
III.1.5. Optimisation de l’étape d’activation 
III.1.5.1. Durée d’incubation avec les activateurs 
Le temps d’incubation des cellules sensibilisées avec les activateurs a également été 
optimisé. Les cellules RBL SX-38 ont été sensibilisées par 1 UI d’IgE immunopurifiées du 
pool de 76 sérums de patients allergiques à l’arachide puis l’anticorps polyclonal anti-IgE 
humaine STAR96 à 3 µg/mL ou l’EPBA à 35 ng/mL ont été incubés pendant 5, 15, 45 ou 60 
min. La figure 25 montre les cinétiques de dégranulation  ainsi obtenues. 
 
 
Figure 25 : Cinétique de la phase d’activation. 
 
Quarante-cinq minutes d’activation sur les cellules sensibilisées permettent d’obtenir 
le maximum de dégranulation. Au-delà, à 60 min, les pourcentages de dégranulations ont 
tendance à diminuer suggérant une dégradation de la β-hexosaminidase libérée. Nous avons 
donc choisi de maintenir le temps d’incubation à 45 min. 
III.1.5.2. Dégranulation de référence 
La dégranulation IgE-dépendante est obtenue en pontant les IgE fixées sur les cellules 
avec un anticorps anti-IgE humaines. Elle peut être variable, dépendant notamment du 
contexte cellulaire et des sérums utilisés. Cette référence est réalisée systématiquement pour 
chaque sérum au cours de chaque expérience. Elle sert alors de référence pour exprimer les 
dégranulations spécifiques, et pour comparer les résultats d’une expérience à l’autre. La 
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détermination de cette valeur de référence dépend de l’anticorps anti-IgE utilisé pour la 
dégranulation. Plusieurs anticorps anti-IgE humaines, à différentes concentrations ont été 
testés pour des cellules sensibilisées avec les IgE du pool de 76 sérums de patients allergiques 
à l’arachide. L’anticorps polyclonal de chèvre STAR96 et les anticorps monoclonaux de 
souris, clones LE27 (spécifique de la région Cε4) et BS17 (spécifique de la région Cε3) ont 
été testés. 
 
Figure 26 : Dégranulations par différents anticorps anti-IgE humaines de cellules RBL 
SX-38 sensibilisées avec les IgE du pool de 76 sérums de patients allergiques à 
l’arachide. 
 
L’anticorps polyclonal anti-IgE humaines STAR96 induit la dégranulation des cellules 
RBL SX-38 sensibilisées. L’intensité la plus élevée de cette dégranulation est atteinte pour 
une concentration de 3 µg/mL. A l’inverse, l’anticorps monoclonal BS17 n’induit pas la 
dégranulation des cellules RBL SX-38 sensibilisées. Cette absence d’effet est conforme aux 
données de la littérature. Cet anticorps a en effet été proposé pour être utilisé à des fins 
d’immunothérapie. Il provoque in vitro la dissociation d’IgE déjà combinées au FcεRI et 
empêche alors leur réassociation [369;370]. L’anticorps LE27 quant à lui, induit la 
dégranulation des cellules RBL-SX 38 sensibilisées à une concentration beaucoup plus faible 
que le STAR96. Une dose de 500 ng/mL permet en effet d’obtenir le maximum de 
dégranulation. De plus, l’intensité de la dégranulation maximale obtenue pour le LE27 est 
plus importante que pour le STAR96 (59 % contre 44 % du total, respectivement). 
La dégranulation de référence, mettant en jeu à l’origine l’anticorps anti-IgE humaines 
STAR96, impliquera donc dorénavant l’anticorps anti-IgE humaines LE27. 
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III.1.6. Bilan des conditions expérimentales optimales pour le test 
cellulaire de dégranulation 
Les différentes études précédentes nous ont permis de définir les conditions 
expérimentales optimales pour l’application du modèle cellulaire. Les conditions du test sont 
résumées dans le tableau 10 ci-dessous. 
Tableau 10 : Récapitulatif des conditions expérimentales pour réaliser le test de 
dégranulation cellulaire. 
Etapes Conditions expérimentales durée 
Ensemencement 
• 12000 cellules RBL SX-38 par puits dans un 
volume de 100 µL de milieu 
• milieu de culture complet sans G418 
24 h 
Sensibilisation 
• sérums préalablement immunopurifiés en IgE 
• quantité : 1 UI d'IgE par puits 
• volume : 100 µL/puits 
• milieu de culture sans SVF 
24 h 
Activation 
• activateurs dilués dans 50 µL de tampon NaPIPES 
• contrôles : 
- dégranulation basale (pas d’activateur) 
- contenu total en β-hexosaminidase (lyse au Triton 
X-100 1%) 
- dégranulation de référence avec l'anti-IgE humaine 
(LE27 dilué à 500 ng/mL) 
45 min 
Dosage du 
médiateur • dosage de la β-hexosaminidase libérée 1 h 
 
Des dégranulations contrôles sont réalisées lors de chaque expérience sur chaque 
plaque de microtitration afin de s’assurer de la reproductibilité et de la fiabilité du test. Les 
dégranulations contrôles sont déterminées en sensibilisant les cellules avec les IgE 
immunopurifiées du pool de 76 sérums de patients allergiques à l’arachide et en mesurant la 
dégranulation basale, le contenu total en β-hexosaminidase dans les cellules et la 
dégranulation de référence en activant les cellules avec l’anticorps anti-IgE humaines (clone 
LE27). L’analyse des valeurs obtenues pour ces différentes dégranulations tout au long de la 
mise au point du test cellulaire nous a permis de fixer des valeurs contrôles et leurs limites 
d’acceptabilité. En dehors de ces limites d’acceptabilité, les résultats de l’expérience ne sont 
pas pris en compte. 
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Les dégranulations basales obtenues ont été de 3,2 +/- 1,3% (moyenne +/- écart-type, 
n=73). Nous avons déterminé une valeur limite de la dégranulation basale : elle doit être 
inférieure à 8% du contenu total en β-hexosaminidase. Ce paramètre permet notamment de 
contrôler la viabilité cellulaire et le bon déroulement des lavages. En effet, des dégranulations 
basales importantes ont par exemple été constatées si le nombre de lavages était diminué. Les 
dégranulations basales, et surtout leurs variabilités, nous ont également permis de déterminer 
un seuil de positivité des dégranulations. Au cours des expériences, la dégranulation des 
cellules a été considérée comme significative si elle était supérieure à 5% du contenu total en 
β-hexosaminidase, après soustraction de la dégranulation basale. En-dessous de cette limite, la 
dégranulation est considérée comme nulle. 
Le suivi des résultats du contenu total en β-hexosaminidase permet de mettre en 
évidence tout problème lors de la culture des cellules et de leur survie. Un contenu trop faible 
révèle un nombre de cellules insuffisant, notamment en cas de « toxicité » d’un sérum ou d’un 
défaut de milieu. 
Le suivi de la dégranulation de référence permet de mesurer la capacité de 
dégranulation des cellules et de s’assurer de sa stabilité au cours du temps. Il permet aussi de 
s’assurer du bon déroulement de l’étape d’activation du test. Cette dégranulation a été de 69 
+/- 7% du total (moyenne +/- écart-type, n=38). Nous avons déterminé une valeur seuil 
d’acceptabilité de 55%. Un témoin positif en-dessous de cette valeur suggère qu’il y a eu un 
problème au cours de l’expérience. Cette limite de dégranulation de référence a également été 
appliquée aux différents sérums immunopurifiés et permet notamment de contrôler la 
fonctionnalité des IgE après l’étape d’immunopurification. Pour 12 sérums individuels de 
patients allergiques à l’arachide, immunopurifiés en IgE, nous avons obtenu une 
dégranulation de référence qui est en moyenne de 69 +/- 10% du total (moyenne +/- écart-
type) démontrant la bonne reproductibilité du test quelque soit l’origine sérique des IgE 
immunopurifiées. 
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III.1.7. Discussion sur la mise au point du modèle cellulaire de 
dégranulation 
• La sensibilisation : phase critique de la mise au point 
Le point critique de ce test de dégranulation est l’étape de sensibilisation des cellules. 
Nous avons trouvé qu’indépendamment du sérum utilisé, une quantité d’1 UI d’IgE par puits 
permet une sensibilisation optimale des cellules. Réduire ainsi la quantité d’IgE au maximum 
est crucial quand on utilise des sérums humains rares et précieux. Différentes équipes qui 
utilisent des tests de dégranulation similaires, sensibilisent les cellules en effectuant une 
dilution équivalente quelque soit le sérum. Dans leur test de dégranulation des basophiles, 
Koppelman et coll. diluent les sérums au 1/5 pour sensibiliser les basophiles [174]. Pour des 
tests utilisant d’autres lignées cellulaires, Lowe et coll. utilisent des sérums dilués au 1/10 
[345] et Marchand et coll. au 1/50 [346]. Palmer et coll., qui utilisent un modèle cellulaire 
avec des cellules RBL SX-38 diluent les sérums du 1/5 au 1/20, selon leur teneur en IgE 
[184]. Seule l’équipe de Lehmann et coll. précise que les sérums sont utilisés dilués du 1/10 
au 1/40, la dilution optimale étant déterminée pour chaque sérum après série de dilutions du 
1/5 au 1/80 [371]. Dans nos expériences, l’optimisation de la quantité d’IgE nécessaire à la 
sensibilisation des cellules a permis de réduire au maximum la consommation de sérum, tout 
en garantissant une sensibilisation optimale. 
 
Un autre point important de cette étape de sensibilisation est le mode de présentation 
des sérums. Lors de notre étude, les sérums utilisés directement sur les cellules donnaient des 
dégranulations basales importantes et des dégranulations de référence faibles et variables. 
L‘observation d’une certaine toxicité des sérums est souvent rapportée dans ce type de test 
cellulaire, bien que les facteurs mis en cause n’aient pas encore été identifiés. Marchand et 
coll. et Vogel et coll. ont ainsi noté des dégranulations plus faibles pour certains sérums peu 
dilués et/ou des effets de cytotoxicité [346;348]. Dibbern et coll. ont observé des 
dégranulations basales importantes, allant de 10 à 25%, pour des cellules sensibilisées 
directement avec les sérums. Après une pré-incubation des sérums pendant 1 h sur les cellules 
RBL 2H3 (lignée non transfectée), cette dégranulation basale avait été réduite à 5 à 15% 
[352]. La pré-incubation sur les cellules RBL 2H3 permettrait d’éliminer les anticorps 
xénoréactifs (anticorps réagissant spécifiquement avec des antigènes d’une autre espèce). 
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Cependant, nous avons constaté que cette pré-incubation n’améliorait pas la dégranulation 
dans nos expériences, ce qui laisse supposer que les facteurs interférant dans notre test 
cellulaire ne sont pas xénoréactifs. 
Nous avons testé d’autres prétraitements, notamment des chauffages à 56°C courts (5 
min) et plus longs (45 min), en prenant soin d’ajouter dans ce dernier cas du glucose à une 
concentration finale de 2 M afin de protéger les IgE d’une dégradation/dénaturation [364]. 
Nous avons constaté qu’un court chauffage à 56°C des sérums augmentait légèrement la 
réactivité des IgE dans le test cellulaire. Le long chauffage (45 min à 56°C) correspond au 
traitement qui est réalisé pour décomplémenter des sérums dans les milieux de culture. La 
décomplémentation des sérums entraîne ici une augmentation significative de leur capacité à 
sensibiliser les cellules et à induire leur dégranulation. 
Une déplétion en IgG des sérums a été démontrée comme améliorant également les 
dégranulations [184]. Cependant, après incubation des sérums avec la protéine G, la fraction 
non retenue contenait moins de 5% des IgE présentes initialement dans les sérums. La 
majorité des IgE de ces sérums est complexée par des IgG anti-IgE, épuisant donc de façon 
« non spécifique » les IgE. La technique de purification des IgE par chromatographie 
d’affinité sur sépharose couplée à des anticorps monoclonaux anti-IgE humaines, qui avait été 
préalablement développée au laboratoire pour d’autres applications, a permis de purifier 
spécifiquement les IgE des sérums. Les IgG anti-IgE sont également retenus sur la sépharose 
via les IgE auxquelles ils sont complexés et sont finalement présents dans la fraction 
immunopurifiée en IgE. L’immunopurification en IgE des sérums est le prétraitement qui 
permet de diminuer au maximum la dégranulation basale, et qui donne les meilleures 
dégranulations, atteignant 54% du contenu total en β-hexosaminidase. Les résultats ainsi 
obtenus sont meilleurs que ceux observés après la décomplémentation des sérums. L’effet du 
complément seul ne permet donc pas d’expliquer toutes les interférences observées. Il semble 
donc que ces interférences résultent d’un effet conjoint du complément (qui est plus ou moins 
important selon les sérums) et de l’encombrement stérique dû aux IgG présentes en très grand 
nombre dans les sérums. L’utilisation des sérums immunopurifiés en IgE nous a permis de 
nous affranchir de ces différents facteurs d’interférence et d’augmenter la sensibilité du test 
cellulaire. 
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• Des intensités de dégranulation fortes 
Dans les conditions expérimentales optimisées du test cellulaire, l’eau deutérée (D2O) 
n’est pas utilisée pendant la phase d’activation. Il a été rapporté que la présence de D2O dans 
le tampon de dégranulation augmente la sécrétion de β-hexosaminidase par les cellules RBL 
2H3 [372]. La plupart des autres tests cellulaires utilisant des lignées cellulaires de mastocytes 
de rat humanisées incorpore du D2O dans le milieu pendant cette phase [345;346;348;373]. 
Nous avons cependant choisi de ne pas utiliser de D2O pour des raisons pratiques et parce que 
le modèle que nous avons optimisé donne des intensités de dégranulations déjà satisfaisantes. 
Les cellules RBL SX-38 utilisées dans ce test cellulaire expriment fortement les 3 
chaînes du FcεRI humain (α, β et γ). Wantke et coll. ont en effet évaluer cette expression à 
130000 récepteurs par cellule [350]. Cette expression forte et complète du récepteur explique 
les intensités de dégranulation plus importantes dans notre test que celles observées avec des 
cellules exprimant uniquement la chaîne α du FcεRI humain dans une faible proportion 
(25000 par cellule [344]). A titre d’exemple, les dégranulations obtenues avec un anticorps 
anti-IgE humaine sont inférieures à 40% du contenu total en β-hexosaminidase [344], voire à 
25% dans la plupart des études [346;347] alors que dans notre modèle, les dégranulations de 
référence sont de l’ordre de 70% du total. Ces résultats sont comparables à ceux d’une étude 
récente de Ladics et coll. (2008) qui compare les capacités de dégranulation des cellules RBL 
SX-38, exprimant la totalité du FcεRI et de deux lignées cellulaires n’exprimant que la chaîne 
α du FcεRI. Ils ont montré que les cellules RBL SX-38 induisaient des dégranulations d’une 
intensité beaucoup plus forte pour un même sérum [374]. 
Par ailleurs, l’optimisation des différentes étapes a conduit à l’obtention d’un modèle 
beaucoup plus sensible que des modèles cellulaires utilisant la même lignée cellulaire ou des 
tests classiques de dégranulation de basophiles. Dibbern et coll. et Palmer et coll., qui ont 
utilisé la même lignée cellulaire, obtiennent des dégranulations de référence de 43% et 36% 
en moyenne (n=18 et 12 respectivement) [184;352]. Koppelman et coll. ,dans un test de 
dégranulation de basophiles, a obtenu une moyenne de 17% de la dégranulation totale après 
activation par un anti-IgE (n=10) [174]. Parmi les paramètres optimisés qui influent sur 
l’intensité de ces dégranulations, on peut citer l’anticorps anti-IgE humaines utilisé et 
l’immunopurification en IgE des sérums. En effet, nous avons vu que l’anticorps STAR96 
induisait des dégranulations moins fortes que l’anticorps monoclonal LE27 et 
l’immunopurification des IgE a également permis d’augmenter fortement l’intensité de la 
dégranulation de référence. 
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Un test cellulaire de dégranulation utilisant des lignées immortalisées de cellules 
effectrices humanisées adapté au format 96 puits permet une application aisée pour l’étude 
simultanée d’un grand nombre de protéines. Par ailleurs, notre test cellulaire s’avère être très 
sensible, présentant des intensités de dégranulation plus élevées que pour les autres modèles 
cellulaires de dégranulation et des dégranulations basales relativement faibles. 
III.2. APPLICATIONS DU MODELE CELLULAIRE 
Ce modèle cellulaire a pu être valorisé dans de nombreuses applications pour l’étude 
des allergènes du lait et de l’arachide. Il permet ainsi de confirmer la fonctionnalité 
d’allergènes issus d’aliments complexes, devenant dès lors un outil complémentaire aux 
études simples de liaison des protéines purifiées avec les IgE de patients allergiques (EAST et 
inhibition d’EAST). Il permet également d’obtenir de plus amples informations sur les 
allergènes purifiés, notamment par leur capacité à induire le déclenchement de la réaction 
allergique, et d’évaluer l’effet de changements structuraux sur ce potentiel. 
III.2.1. Etude des allergènes du lait 
III.2.1.1. Confirmation de la fonctionnalité des allergènes purifiés 
En premier lieu, le test cellulaire permet de confirmer la fonctionnalité d’allergènes 
purifiés d’aliments, c’est-à-dire leur capacité à ponter des IgE spécifiques et à induire la 
dégranulation des cellules RBL SX-38. 
Dans le cadre du programme européen EuroPrevall, une banque d’allergènes purifiés a 
été constituée. Cette banque d’allergènes doit permettre le développement de nouveaux outils 
d’analyse permettant un diagnostic plus sûr et plus rapide des allergies alimentaires IgE 
dépendantes. Ces outils comprennent de nouveaux formats de tests de liaison aux IgE tels que 
« les puces à protéines » ainsi que des tests cellulaires. Dans ce cadre, le laboratoire a purifié 
différents allergènes du lait de vache et de chèvre (α-lac, βLG et caséines de vache, caséines 
de chèvre). Après confirmation de leur pureté et immunoréactivité par dosage ELISA et par 
tests de liaisons aux IgE de patients allergiques au lait, la fonctionnalité de ces protéines a été 
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confirmée à l’aide de notre test de dégranulation mastocytaire. Dans cette optique, des sérums 
de patients allergiques au lait provenant du Dr E. Paty ont été caractérisés. 
Cette première application du modèle ayant été réalisée avant que sa mise au point ne 
soit finalisée, les sérums ont été utilisés sans traitement préalable pour la sensibilisation des 
cellules RBL SX-38 (c’est-à-dire sans immunopurification des IgE). Les IgE totales et 
spécifiques des différentes protéines purifiées du lait de vache et de chèvre ont été quantifiées 
en EAST afin de sélectionner les sérums d’intérêt pour notre étude, c’est-à-dire des sérums 
ayant des concentrations d’IgE spécifiques suffisantes. Des sérums de patients allergiques à 
l’arachide et non sensibilisés au lait ont été inclus en tant que témoins négatifs. Les résultats 
de ces dosages sont présentés tableau 11. 
Tableau 11 : Caractéristiques sérologiques des sérums. 













BCB28 510 5 3 33 130 
BCB29 1770 5 6 6 17 
BCB69 1550 9 31 180 200 
BCB77 480 3 - 15 26 
BCB83 2000 12 6 85 nd 
263 2600 - - - - 
470 7520 - - - - 
Les sérums BCB28, BCB29, BCB69, BCB77 et BCB83 proviennent de patients allergiques 
aux laits de vache et de chèvre. Les sérums n°263 et 470 proviennent de patients allergiques à 
l’arachide. (- : inférieur à la limite de détection (0,1 UI/mL), nd : non déterminé). 
 
Les sérums de patients allergiques à l’arachide (n° 263 et 470) ne démontrent pas la 
présence d’IgE spécifiques des protéines de lait. A l’inverse, les sérums de patients 
allergiques au lait de vache ont des IgE spécifiques dirigées contre au moins trois des quatre 
protéines ou fractions protéiques (caséines entières) du lait testées. Quatre patients sur les 5 
possèdent des IgE contre toutes les protéines testées. On peut noter néanmoins une 
concentration en IgE spécifiques des caséines bovines et caprines plus importantes que les 
concentrations en IgE spécifiques de la βLG ou de l’α-lac. Les concentrations en IgE sont 
parfois près de 10 à 20 fois supérieures contre les caséines entières que contre les protéines du 
lactosérum (BCB28 et BCB83). La réponse IgE aux caséines bovines et caprines montre des 
concentrations semblables avec toutefois une réponse supérieure pour la caséine caprine. Pour 
réaliser l’étude de la fonctionnalité des allergènes, nous avons choisi d’utiliser les sérums n° 
Première partie : Développement et optimisation d’un modèle cellulaire de déclenchement de 
la réaction allergique 
 
 140
263 et 470 (sérums de patients allergiques à l’arachide) afin de réaliser les témoins de 
spécificité de dégranulation et les sérums n° BCB28, BCB69 et BCB83 afin de vérifier la 
fonctionnalité de ces allergènes purifiés du lait de vache et de chèvre. 
Aucune dégranulation spécifique n’a été observée avec les sérums de patients 
allergiques à l’arachide (non montré). La figure 27 représente les dégranulations obtenues 
avec les cellules sensibilisées par le sérum BCB69, puis activées avec les gammes de 
concentrations des différentes protéines du lait. 
 
Figure 27 : Libération de β-hexosaminidase de cellules RBL SX-38 sensibilisées avec le 
sérum BCB69 et activées par les allergènes purifiés du lait : α-lactalbumine, 
β-lactoglobuline et caséines bovines et caprines. 
 
Les quatre protéines induisent une dégranulation significative des cellules. Cependant, 
des différences sont observées entre les protéines. Pour la βLG et l’α-lac, la dégranulation est 
maximale pour une dose de 1 µg/mL, et atteint respectivement 27 et 24 % de la dégranulation 
de référence (induite par l’anti-IgE LE27). Pour les caséines de vache et de chèvre, la 
dégranulation est maximale pour des doses plus faibles (1 et 10 ng/mL respectivement) et les 
pourcentages de dégranulation obtenus sont plus élevés (64 et 52 % de la dégranulation de 
référence respectivement). Afin de comparer les résultats obtenus pour les 3 sérums de 
patients allergiques au lait testés, les courbes de dégranulation ont été modélisées et les 
maxima de dégranulation (MaxD) et EC50, c’est-à-dire la concentration pour obtenir 50% du 
MaxD, ont été calculés. Les résultats sont rapportés tableau 12. 
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Tableau 12 : Dégranulation basale, dégranulation nette de référence obtenues selon les 
sérums, maximum de dégranulation (MaxD) et EC50 calculés pour les différents sérums 
et les différents allergènes purifiés du lait de vache et de chèvre. 
dégranulations spécifiques 




























BcB28 7 27 0  0  36 1,1 68 0,7 
BcB69 7 28 27 160 24 90 64 0,3 52 0,4 
BcB83 5 48 13 590 18 2700 34 0,3 9 2,5 
263 5 52 0  0  0  0  
470 4 65 0  0  0  0  
 
Les dégranulations basales (cellules sensibilisées par les sérums et activées par le 
tampon d’activation seul) se sont révélées être assez élevées. De plus, les dégranulations 
nettes de référence ne sont pas homogènes, ce qui laisse supposer que des facteurs interférants 
sont présents dans les sérums, gênant la liaison des IgE à leur récepteur et/ou l’activation des 
cellules. Cependant, les dégranulations spécifiques étant exprimées par rapport à cette 
dégranulation de référence, les différences d’intensités de dégranulation obtenues sont 
nivelées. Ces résultats sont conformes à ceux que nous observons lors de l’utilisation de 
sérums non traités.  
Les MaxD obtenus avec les caséines bovines et caprines sont plus élevées que les 
MaxD obtenues avec la βLG et l’α-lac bovines. Les dégranulations induites par l’α-lac et la 
βLG ne sont d’ailleurs même pas significatives pour le sérum BCB28. Les MaxD semblent 
être corrélés aux taux d’IgE spécifiques vs IgE totales dans les sérums pour le sérum BCB69. 
Pour le sérum n° BCB83, cette relation n’est pas vérifiée. En effet pour ce dernier sérum, 
malgré les pourcentages d’IgE spécifiques vs totales de la βLG et de l’α-lac inférieurs à 1%, 
les MaxD atteignent respectivement 13 et 18% de la dégranulation de référence. 
 
La comparaison des EC50 confirme ces différences, bien que les faibles intensités de 
dégranulation observées avec les sérums non purifiés rendent parfois difficiles les estimations 
et les comparaisons des EC50. Néanmoins, les EC50 obtenues pour la βLG et l’α-lac bovines 
(entre 90 et 2700 ng/mL) se sont avérées beaucoup plus élevées que pour les caséines bovines 
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et caprines (entre 0,3 et 2,5 ng/mL). Les caséines semblent donc avoir un plus fort potentiel 
de dégranulation dans ce test cellulaire et avec les sérums testés.  
 
 
Cette première étude a donc permis de confirmer la fonctionnalité des protéines et 
fractions protéiques purifiées du lait de vache et de chèvre, ces protéines étant effectivement 
capables d’induire in vitro des dégranulations spécifiques. Ces résultats ont été inclus dans 
une publication décrivant la méthode de purification et de caractérisation des allergènes du 
lait de vache et de chèvre [353] (Annexe I). Cependant, l’analyse des résultats de 
dégranulations pour les 3 sérums de patients allergiques au lait a généré des interrogations sur 
le lien entre le pourcentage des IgE spécifiques vs IgE totales et la dégranulation, ainsi que sur 
le potentiel de dégranulation de ces différents allergènes du lait de vache et de chèvre.  
III.2.1.2. Comparaison du potentiel de dégranulation des allergènes purifiés 
des laits de vache et de chèvre 
Des tests cellulaires de dégranulation ont été réalisés en sensibilisant les cellules avec, 
cette fois, des IgE immunopurifiées provenant d’une population de patients allergiques au lait 
plus importante. De plus, les allergènes purifiés du lait de vache et de chèvre testés ont été 
plus nombreux, incluant la fraction lactosérum, la fraction caséine entière et certains de leurs 
constituants, respectivement la βLG et les caséines αs1, αs2, β et κ. 
III.2.1.2.a. Caractéristiques des sérums utilisés 
Pour sélectionner les sérums de patients allergiques au lait de vache et de chèvre à 
intégrer à l’étude, nous nous sommes basés sur les résultats des dosages en IgE totales et 
spécifiques réalisés au laboratoire. Nous avons également restreint la sélection aux sérums 
pour lesquels les volumes n’étaient pas limitants. Seuls les sérums présentant les plus fortes 
réponses IgE spécifiques ont été sélectionnés, et ne sont donc pas représentatifs de la 
population des patients allergiques au lait. Au final, 5 sérums de la sérothèque de patients 
allergiques au lait ont répondu à nos critères. Deux sérums avaient été prélevés à des patients 
allergiques au lait de chèvre mais tolérant le lait de vache (BCB 26 et BCB 96). Les deux 
autres provenaient de patients allergiques aux deux laits. Les résultats des dosages des IgE 
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totales et spécifiques des allergènes du lait de vache et de chèvre contenues dans ces sérums 
sont rapportés dans le tableau 13. 
Tableau 13 : Dosage des IgE totales et spécifiques des allergènes du lait de vache et de 
chèvre dans les sérums de patients allergiques au lait de vache et de chèvre, dans les 
sérums de patients allergiques au lait de chèvre tolérant le lait de vache (BCB26, 
BCB96) et dans le pool des sérums de patients allergiques à l’arachide (432/831, témoin 
négatif) 
IgE spécifiques des allergènes du lait de 
vache (UI/mL et % IgE totales) 
IgE spécifiques des allergènes du lait 
de chèvre (UI/mL et % IgE totales) Sérums Allergie 
IgE 
totales 















- 0,4 0,2 1,1 0,8 0,5 - 2 0,9 30 29 12 8 5 BCB26 550 
 0,1 0,04 0,2 0,1 0,1  0,4 0,2 5,5 5,3 2,2 1,5 0,9





0,02 0,6 0,1 0,1 0,05 0,8   1,0 7,9 7,1 2,7 2,9 1,4
115 12 85 80 135 10 8 95 8,5 73 >300 9,5 8 5 BCB83 2000 
5,8 0,6 4,2 4,0 6,8 0,5 0,4 4,8 0,4 3,7 >15 0,5 0,4 0,3
210 53 95 70 90 61 13 8 4 79 205 25 35 15 
BCB100 950 
22,1 5,6 10 7,4 9,5 6,4 1,4 0,8 0,4 8,3 21,6 2,6 3,7 1,6







6,1 2,2 4,3 7,6 4,1 3,7 0,1 6,5 2,4 13,3 15,3 6,7 7,8 3,1
432/831 arachide 405 - - - - - - - - - - - - - - 
LS : lactosérum, βLG : bêta-lactoglobuline, cas : caséine 
- : inférieur à la limite de détection (0,1 UI/mL). 
 
Les sérums testés présentent tous des concentrations en IgE totales supérieures à 400 
UI/mL. Aucune IgE spécifique des allergènes du lait de vache et de chèvre n’a été détectée 
dans le pool des deux sérums de patients allergiques à l’arachide (432/831). A l’inverse, les 
sérums de patients allergiques au lait présentent une réponse IgE à chacune des protéines 
testées. Les seules exceptions correspondent aux sérums BCB26 et BCB96 qui n’ont pas 
d’IgE dirigées contre la caséine κ et la fraction lactosérum bovines. Pour le sérum BCB26, les 
concentrations en IgE spécifiques des allergènes du lait de vache sont tous inférieures à 1,1 
UI/mL. En comparaison, la réponse IgE aux protéines caprines, et particulièrement aux 
caséines, est particulièrement forte, parfois équivalente à 30 UI/mL. Le sérum BCB96 a cette 
même disproportion de réponses IgE entre protéines bovines et caprines. Dans ce cas, la 
réponse IgE à la protéine caprine peut être jusqu’à 100 fois plus forte que celle obtenue avec 
son équivalent bovin. Elle peut atteindre des valeurs supérieures à 30 UI/mL (concentrations 
mesurées pour les IgE anti-caséine entière ou anti-caséine αs1 de chèvre). En fait, ces deux 
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sérums correspondent à des patients ayant une allergie particulière dans la mesure où ils sont 
allergiques au lait de chèvre mais tolèrent le lait de vache. Cette particularité est à distinguer 
de l’allergie au lait de vache chez des patients réagissant aux produits laitiers de chèvre et de 
brebis. Ce phénomène se traduit ainsi par une réponse IgE spécifiquement dirigée contre les 
protéines caprines.  
Par contre, les 3 sérums provenant de patients présentant à la fois une allergie aux laits 
de vache et de chèvre contiennent des IgE spécifiques des allergènes du lait de vache et de 
chèvre spécifiques de la fraction lactosérum et de la βLG et des différentes caséines. Une très 
grande variabilité de la réponse IgE aux protéines de lait est observée parmi ces 3 sérums. 
Pour le sérum BCB100, les concentrations en IgE sont plus importantes contre les allergènes 
du lait de vache que du lait de chèvre (sauf par la caséine αs1) tandis que le phénomène est 
inversé pour le sérum BCB116. Pour les caséines, 2 de ces sérums montrent des 
concentrations en IgE spécifiques des caséines αs2 bovines plus fortes que celles dirigées 
contre les autres caséines. Pour les allergènes du lait de chèvre, la caséine αs1 est l’allergène 
purifié le plus reconnu par les IgE. 
III.2.1.2.b. Profil des courbes de dégranulation induites par les différents 
allergènes des laits de vache et de chèvre 
Les 5 sérums de patients allergiques aux laits de vache et/ou de chèvre ont été 
immunopurifiés en IgE, puis les cellules RBL SX-38 ont été sensibilisées par cette fraction. 
Les dégranulations ont été induites par des gammes des différents allergènes purifiés des laits 
de vache et de chèvre. Des cellules sensibilisées par des IgE d’un pool de 2 sérums de patients 
allergiques à l’arachide non sensibilisés aux allergènes des laits de vache et de chèvre 
(432/831) et activées par les mêmes gammes de concentrations en allergènes ont été utilisées 
comme de témoin de spécificité. Aucune dégranulation significative n’a été obtenue pour les 
concentrations en allergènes considérées. 
A titre d’exemple, les dégranulations obtenues par des cellules sensibilisées par le 
sérum BCB116 et induites par les allergènes des laits de vache et de chèvre sont représentées 
figure 28. Afin de comparer le potentiel de dégranulation des différents allergènes, les 
concentrations en allergènes sont exprimées en concentration molaire. Pour ce sérum, des 
dégranulations spécifiques sont constatées pour tous les allergènes testés. Les caséines αs2 
bovine et caprine sont, pour ce sérum, les allergènes les plus fonctionnels dans la mesure où 
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elles provoquent des dégranulations à de faibles doses par rapport aux autres allergènes 
purifiés. Le profil de dégranulation montré pour les allergènes de chèvre diffère de celui 
obtenu pour les allergènes de vache. 
 
Figure 28 : Dégranulations des cellules RBL SX-38 sensibilisées par des IgE 
immunopurifiées du sérum BCB116 puis activées par les allergènes du lait de vache (A) 
et du lait de chèvre (B). 
 
Pour les 5 sérums testés, les courbes de dégranulation obtenues ont été modélisées afin 
de déterminer les MaxD et les EC50 pour chaque allergène. Ces résultats sont reportés dans le 
tableau 14 pour les allergènes du lait de vache et dans le tableau 15 pour les allergènes du lait 
de chèvre. 
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Tableau 14 : Modélisation (valeurs de MaxD et EC50) des dégranulations de cellules 
RBL SX-38 induites par les différents allergènes du lait de vache. 
allergènes du lait de vache 

























BCB26 nd  0  nd  nd  nd  nd  
BCB96 71 3,1.105 21 4,3.101 0  21 1,1.106 65 3,9.104 0  
BCB83 6 3,2.104 19 2,0.10-2 14 2,0.10-1 16 5,0.102 15 1,6.104 15 1,5.103
BCB100 29 3,6.102 27 7,0.10-3 37 3,5.103 70 6,8.103 22 8,0.10-3 37 6,0.104
BCB116 32 1,6.104 52 9,8.101 53 1,3.105 60 2,5.10-1 66 5,0.103 40 2,6.103
Les MaxD sont exprimés en pourcentage de la dégranulation de référence obtenue avec 
l’anticorps anti-IgE humaines. Les EC50 sont exprimées en pM. 
 
Tableau 15 : Modélisation (valeurs de MaxD et EC50) des dégranulations de cellules 
RBL SX-38 induites par les différents allergènes du lait de chèvre. 
allergènes du lait de chèvre 

























BCB26 62 1,2.106 51 7,0.101 53 7,0.10-1 62 7,2.100 75 2,1.104 61 9,3.103
BCB96 73 6,4.105 52 1,4.102 59 3,5.100 62 1,7.100 68 6,3.100 39 8,1.102
BCB83 42 5,8.106 19 4,3.105 13 4,7.102 17 3,9.104 8 1,4.105 21 1,8.103
BCB100 37 1,6.105 26 3,7.102 32 6,3.100 0  24 4,4.100 40 1,6.103
BCB116 91 1,2.106 51 4,2.102 55 3,7.103 80 6,2.100 60 2,1.104 55 1,4.103
Les MaxD sont exprimés en pourcentage de la dégranulation de référence obtenue avec 
l’anticorps anti-IgE humaines. Les EC50 sont exprimées en pM. 
 
Pour le sérum BCB26 provenant d’un patient ayant une allergie au lait de chèvre sans 
allergie au lait de vache, les dégranulations induites par les fractions lactosérum et caséine 
entière de vache n’ont pas été significatives. Les dégranulations engendrées par les différents 
allergènes purifiés de ces fractions n’ont donc pas été réalisées. Pour le sérum BCB96 
provenant également d’un patient allergique au lait de chèvre sans allergie au lait de vache, 
les dégranulations induites par le lactosérum et les caséines bovines ont été significatives. Les 
allergènes purifiés de ces fractions ont donc été testés. Les dégranulations ne sont pas 
significatives pour les caséines αs1 et κ de vache pour ce sérum. A l’inverse, des 
dégranulations significatives sont observées pour la βLG et les caséines αs2 et β de vache. 
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Bien que les dégranulations induites par la βLG et la caséine β soient assez fortes (71 et 65 % 
de la dégranulation de référence respectivement), les EC50 obtenues pour ces sérums sont 
assez élevées (310 nM pour la βLG et 39 nM pour la caséine β). Ces valeurs d’EC50 sont 
parmi les plus élevées obtenues pour ces allergènes par comparaison avec les autres sérums. 
Elles sont à rapprocher des concentrations en IgE spécifiques parmi les plus basses pour les 
allergènes bovins (tableau 13). Pour ce même sérum, des dégranulations significatives sont 
induites par les caséines β et αs2 de chèvre avec des valeurs d’EC50 104 à 106 fois plus faibles 
que pour leurs homologues bovines (tableaux 14 et 15). Les résultats obtenus dans ce modèle 
cellulaire de déclenchement de la réaction allergique traduisent donc la plus grande 
sensibilisation aux allergènes de chèvre et corroborent donc les données cliniques. 
Pour les 3 sérums de patients ayant une allergie conjointe aux laits de vache et de 
chèvre, des dégranulations significatives sont observées pour tous les allergènes des laits de 
vache et de chèvre. Nous allons analyser les résultats obtenus en nous focalisant dans un 
premier temps sur les intensités des dégranulations obtenues (MaxD) et, dans un second 
temps, sur les doses d’allergènes nécessaires pour obtenir les dégranulations (EC50), pour les 
allergènes du lait de vache et pour les allergènes du lait de chèvre. 
III.2.1.2.c. Analyse des intensités des dégranulations obtenues : 
correspondance avec l’intensité de la réponse IgE spécifique 
Les intensités des dégranulations obtenues (MaxD) sont très hétérogènes, que l’on 
compare les résultats obtenus pour un même allergène avec les différents sérums ou ceux 
évalués pour le même sérum avec les différents allergènes. 
 
• Allergènes de vache : 
La comparaison entre les 3 sérums de la dégranulation induite par chaque allergène du 
lait de vache démontre des intensités faibles avec le sérum BCB83 et plus fortes avec le sérum 
BCB116 (tableau 14). Curieusement, le sérum BCB116 n’est pas celui qui présente les plus 
fortes concentrations et taux en IgE spécifiques des allergènes du lait de vache. Ainsi, certains 
sérums présentant des taux très faibles en IgE spécifiques, comme le sérum BCB116 pour la 
caséine κ (0,7 UI/mL, correspondant à 0,1 % des IgE totales), entraînent des dégranulations 
importantes (40% dans cet exemple). D’autres sérums qui présentent des taux forts d’IgE 
spécifiques, comme le sérum BCB100 pour la βLG (53 UI/mL, correspondant à 5,6% des IgE 
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totales), entraînent des dégranulations modérées (29% dans cet exemple). Dans ces cas-là, il 
ne semble donc pas qu’il y ait des corrélations entre les concentrations ou les taux d’IgE 
spécifiques présents dans les sérums et les intensités des dégranulations obtenues. 
L’analyse comparative de la fonctionnalité des différents allergènes bovins souligne 
des intensités de dégranulation plus fortes pour les caséines que pour la βLG. Ces différences 
sont retrouvées au niveau de l’intensité des réponses des IgE spécifiques qui sont également 
plus fortes contre les caséines que contre la βLG. Pour le sérum BCB83, les intensités de 
dégranulations sont assez homogènes entre les différentes caséines purifiées. Pour les 2 autres 
sérums, la caséine αs2 ou la caséine β sont les caséines qui induisent les intensités de 
dégranulations les plus fortes. Par contre, ces résultats ne sont pas corrélés aux concentrations 
en IgE spécifiques des allergènes correspondants dans les sérums (tableaux 13 et 14). 
 
• Allergènes de chèvre : 
Des intensités de dégranulation fortes sont observées avec les protéines de chèvre pour 
les deux sérums de patients spécifiquement allergiques au lait de chèvre. Les plus fortes 
intensités de dégranulation sont cependant observées avec le sérum BCB116 qui présente les 
plus forts taux en IgE spécifiques des allergènes du lait de chèvre. Cependant, ces 
correspondances sont peu souvent trouvées. A titre d’exemple, le sérum BCB26 présente une 
réponse IgE très faible envers la caséine κ (5 UI/mL représentant 0,9% des IgE totales). C’est 
cependant le sérum pour lequel l’intensité de la dégranulation induite par cet allergène est la 
plus forte (61%). A l’inverse, aucune dégranulation spécifique n’est observée avec la caséine 
αs2 pour le sérum BCB100 qui contient pourtant 25 UI/mL d’IgE spécifiques de cet allergène, 
correspondant à 2,6% des IgE totales (tableaux 13 et 15). 
Si l’on compare maintenant les résultats entre allergènes de chèvre, on observe que les 
intensités des dégranulations obtenues sont plus fortes pour la βLG que pour la caséine, tandis 
que les concentrations en IgE spécifiques de la βLG sont beaucoup plus faibles que les 
concentrations en IgE spécifiques des protéines de la fraction caséine. Il ne semble donc pas 
qu’il y ait une corrélation entre les niveaux d’IgE spécifiques présents dans les sérums (soit en 
quantité d’IgE, soit en pourcentage par rapport aux IgE totales) et les intensités des 
dégranulations obtenues pour les allergènes du lait de chèvre. Notons que les intensités de 
dégranulation sont plus importantes pour les caséines αs2 et β. 
Les intensités de dégranulation des allergènes des laits de vache et de chèvre pour les 
sérums issus de patients ayant une allergie aux laits des deux espèces sont plus importantes 
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suite à l’activation des cellules sensibilisées par la βLG de chèvre. Pour les caséines entières 
et les caséines purifiées, les dégranulations sont équivalentes. La seule exception est observée 
pour le sérum BCB100 pour lequel aucune dégranulation n’est induite pour la caséine αs2 de 
chèvre alors qu’une intense dégranulation est obtenue pour celle de vache (70%). 
 
Les dégranulations se sont avérées être plus fortes pour les caséines comparées à la 
βLG pour les allergènes de vache tandis que l’inverse est observé pour les allergènes de 
chèvre. Les caséines αs2 et β, de chèvre comme de vache, sont les protéines de la fraction 
caséine qui induisent les dégranulations les plus intenses. La βLG de chèvre a donné des 
dégranulations plus intenses que celle de vache alors que pour les caséines, il n’y a 
globalement pas de différences entre les allergènes des laits de vache et de chèvre. 
Finalement, pour la majorité des allergènes du lait de chèvre comme avec ceux du lait de 
vache, le lien entre les niveaux en IgE spécifiques des allergènes dans les sérums et les 
intensités des dégranulations induites est peu souvent significatif.  
III.2.1.2.d. Doses d’allergènes induisant les dégranulations 
Afin de comparer les doses des différents allergènes nécessaires pour induire la 
dégranulation, les valeurs d’EC50 obtenues pour chacun des sérums et pour les différents 
allergènes des laits de vache et de chèvre ont été calculées. De façon similaire aux 
observations sur les intensités de dégranulations, les valeurs d’EC50 obtenues s’avèrent très 
hétérogènes. 
 
• Allergènes de vache : 
Aucun sérum ne se distingue réellement pour les différents allergènes du lait de vache 
(tableau 14). Par exemple, le sérum BCB116 a les EC50 les plus faibles pour les caséines αs2 
et κ, alors qu’il a celle la plus forte pour la caséine αs1. En réalité, une très forte hétérogénéité 
des valeurs d’EC50 obtenues pour un allergène donné est observée. La figure 29 représente 
les valeurs d’EC50 obtenues avec les sérums testés pour les allergènes des laits de vache et de 
chèvre. Les valeurs d’EC50 exprimées en nM sont représentées sur une échelle logarithmique. 
Cette figure permet de visualiser la très grande disparité des EC50 obtenues pour ces sérums. 
Pour la fraction totale de caséines, les EC50 varient de 7 nM à 100 µM. Ainsi par exemple, 
près de 104 fois plus de caséines sont nécessaires pour induire la dégranulation pour le sérum 
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BCB116 que pour le sérum BCB100. Les EC50 obtenues pour la βLG sont cependant plus 
homogènes (facteur 100 entre les deux extrêmes) et encore plus pour la caséine κ (facteur 10 
entre les deux extrêmes).  
Les différences des valeurs moyennes d’EC50 sont également très prononcées entre 
allergènes. La βLG induit des dégranulations pour des doses assez fortes (autour de 0,1 pM) 
alors que les caséines induisent des dégranulations à des doses beaucoup plus faibles 
(inférieures à 100 pM). Cette disproportion des valeurs d’EC50 entre la βLG et les caséines 
atteint même une valeur de 106 pour le sérum BCB83. Les résultats sont également très 
hétérogènes entre les différentes caséines purifiées. La valeur moyenne d’EC50 la plus forte 
est obtenue avec la caséine αs2 et la plus faible avec la caséine β. Toutefois, la forte 
dispersion des valeurs rend les interprétations difficiles. Par exemple, pour le sérum BCB100, 
l’EC50 obtenue pour la caséine αs2 est 2 fois plus importante que celle obtenue pour la 
caséine αs1. En revanche, pour le sérum BCB116, l’EC50 obtenue pour la caséine αs2 est 
pratiquement 2 millions de fois plus faible que celle obtenue pour la caséine αs1. 
 
Figure 29 : Comparaison des valeurs d’EC50 obtenues après activation des cellules par 
la βLG, la fraction caséine entière et les différentes caséines (αs1, αs2, β et κ) des laits de 
vache et de chèvre. 
 
• Allergènes de chèvre : 
Pour les allergènes du lait de chèvre, une très forte hétérogénéité est également 
observée entre sérums (tableau 15). Les sérums BCB26 et BCB96 de patients allergiques au 
lait de chèvre mais tolérant le lait de vache sont ceux pour lesquels les EC50 sont les plus 
faibles pour les caséines αs1 et αs2. A l’inverse, le sérum BCB83 semble être le moins réactif, 
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avec des valeurs d’EC50 calculées pour les différents allergènes du lait de chèvre relativement 
élevées. On observe également une très forte hétérogénéité des valeurs d’EC50 obtenues pour 
un allergène donné (figure 29). Pour la caséine entière, les EC50 varient de 70 pM à 430 nM. 
Plus de 5000 fois plus de caséine entière sont donc nécessaires pour induire la dégranulation 
pour le sérum BCB26 que pour le sérum BCB83. Comme observé pour les allergènes du lait 
de vache, les EC50 obtenues pour la βLG et la caséine κ caprines sont plus homogènes 
(facteur 10 entre les deux extrêmes).  
La βLG de chèvre induit des dégranulations pour des doses assez fortes (autour de 1 
µM), bien supérieures à celles nécessaires pour la caséine entière (de l’ordre de 150 pM). Les 
différences entre caséines sont également très variables pour le lait de chèvre. Par exemple, 
pour le sérum BCB26, l’EC50 obtenue pour la caséine αs2 est 10 fois plus importante que 
celle obtenue pour la caséine αs1. En revanche, pour le sérum BCB116, l’EC50 obtenue pour 
la caséine αs2 est pratiquement 600 fois plus faible que celle obtenue pour la caséine αs1. 
 
Si l’on compare les allergènes des laits de vache et de chèvre pour les sérums ayant 
une allergie aux laits des deux espèces, les protéines caprines nécessitent généralement des 
doses plus fortes que leurs homologues bovines pour atteindre 50% de la dégranulation. 
Néanmoins, pour le sérum BCB100, les EC50 sont plus élevées pour les caséines αs1 et κ de 
vache que pour les caséines correspondantes caprines. 
 
En conclusion, en regard des EC50, les caséines semblent être plus réactives que la 
βLG dans ce modèle cellulaire de déclenchement de la réaction allergique, que ce soit pour le 
lait de vache ou de chèvre. Pour les sérums de patients allergiques aux laits de vache et de 
chèvre, les allergènes bovins induisent généralement des dégranulations pour des 
concentrations plus faibles que les allergènes du lait de chèvre. Toutefois, du fait de la forte 
dispersion des valeurs d’EC50 et du faible nombre de patients analysés, les interprétations ne 
sont malheureusement qu’indicatives. 
III.2.1.2.e. Conclusions et discussion 
Nos études portant sur l’allergie au lait ont été enrichies par le développement du test 
de dégranulation de mastocytes de rat après sensibilisation à l’aide d’IgE humaines. La 
méthodologie appliquée à un grand nombre d’allergènes du lait avec un groupe hétérogène de 
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patients allergiques a conforté des données diverses de la littérature. Les tests effectués nous 
permettent d’observer une grande variabilité de la dégranulation par des allergènes du lait, 
autant au niveau des intensités qu’au niveau des doses nécessaires à son induction. Cette 
hétérogénéité des dégranulations se retrouve pour un même sérum si l’on compare les 
différents allergènes ou pour un même allergène si l’on compare les différents sérums testés. 
Une telle diversité pourrait correspondre à la forte variabilité de la réponse IgE aux 
protéines du lait observée lors de tests enzymo-immunologiques [206;360]. Cependant, pour 
les différents allergènes des laits de vache et de chèvre, nous n’avons pas observé de 
corrélation entre les taux d’IgE spécifiques des allergènes dans les sérums et les 
dégranulations (MaxD et EC50) induites par ces allergènes. Certains sérums induisent des 
dégranulations significatives alors que les teneurs en IgE spécifiques vs IgE totales sont de 
0,5%. A l’inverse, d’autres sérums ayant des taux d’IgE spécifiques vs IgE totales supérieurs 
à 2,6% n’ont pas induit de dégranulation spécifique dans ce test cellulaire. La dégranulation 
ne serait donc pas seulement dépendante d’une quantité d’IgE spécifiques impliquées mais 
également de leurs affinités envers l’allergène. 
Au-delà de cette hétérogénéité, quelques tendances se dessinent : 
- L’étude a impliqué les sérums de deux patients allergiques au lait de chèvre qui tolèrent 
les produits laitiers de vache. Les IgE de ces patients ne reconnaissent pas ou peu les 
allergènes du lait de vache [36]. Pour des cellules sensibilisées avec les IgE de tels patients, 
les dégranulations induites par les allergènes bovins ne sont pas significatives pour la plupart, 
ou nécessitent des doses bien supérieures aux équivalents caprins. A l’inverse, pour les 
patients allergiques aux laits de vache et de chèvre, les allergènes bovins induisent des 
dégranulations à des concentrations souvent plus faibles que les allergènes caprins. 
- Par ailleurs, les doses nécessaires pour induire la dégranulation dans notre modèle 
cellulaire montrent que les caséines semblent plus réactives que la βLG, quel que soit le 
patient étudié ou la source allergénique choisie, vache ou chèvre. Nos résultats sont en accord 
avec des analyses précédentes effectuées à partir de dosages IgE et d’immunoempreintes 
L’allergénicité de la caséine entière a été démontrée par Docena et coll. [360;375]. Shek et 
coll. ont également montré que les fréquences de reconnaissance des différentes caséines sont 
plus élevées que celles de la βLG qui est de 36%. Dans cette étude, les taux d’IgE spécifiques 
observés étaient plus élevés pour les caséines α et β que pour les protéines du lactosérum 
[207]. Nos résultats, en accord avec ces travaux, montrent que chacune des différentes 
caséines induit des dégranulations à des doses généralement plus faibles que les protéines du 
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lactosérum. Par contre, la comparaison du potentiel de dégranulation entre caséines ne permet 
pas de définir une règle. Les différentes données de la littérature avaient montré un potentiel 
allergénique variable des caséines, pouvant dépendre notamment de la population étudiée et 
des paramètres d’analyse adoptés. Bernard et coll. ont montré que 85% des patients 
allergiques au lait de vache ayant une réponse IgE à la caséine entière reconnaissent chacune 
des quatre caséines purifiées. De plus, les taux d’IgE spécifiques sont globalement plus élevés 
pour les caséines αs1 et β [206]. Nos dosages des IgE spécifiques sont en accord avec cette 
étude, avec, en plus, une forte réponse contre la caséine αs2 dans notre population. Dans ce 
sens, Natale et coll. ont montré que 90% des patients allergiques au lait de vache 
reconnaissent la caséine αs2, 55% la caséine αs1, 50% la caséine κ et 15% la caséine β [376]. 
Plus récemment, Gaudin et coll. ont montré que 50% des IgE des patients allergiques au lait 
de vache reconnaissent la caséine αs1, 31% la caséine αs2, 28% la caséine β et 31% la caséine 
κ [377]. Dans notre test de dégranulation, aucune caséine ne semble se distinguer pour 
provoquer des dégranulations. Pour les deux sérums de patients allergiques au lait de chèvre 
sans allergie au lait de vache, les caséines αs1 et αs2 semblent cependant être plus réactives 
que les deux autres caséines β et κ. En dépit de cette particularité, l’ensemble de nos travaux 
montrent que toutes protéines du lait et particulièrement toutes les caséines présentent un 
pouvoir de dégranulation. Chacune d’entre elles serait donc impliquée dans la réaction 
allergique provoquée par le lait. 
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III.2.2. Etude des allergènes purifiés de l’arachide 
Le modèle cellulaire a également été appliqué à la caractérisation des réponses 
induites par les allergènes purifiés de l’arachide, autre modèle d’étude de la relation 
structure/allergénicité au laboratoire. A partir des résultats de cette étude, confirmés par 
d’autres observations, nous avons cherché à déterminer l’influence que pouvaient avoir les 
caractéristiques cliniques et sérologiques des sérums sur leur capacité à induire la 
dégranulation des cellules RBL SX-38. 
III.2.2.1. Comparaison du potentiel de dégranulation de différents allergènes 
purifiés de l’arachide 
L’analyse a été réalisée par la sensibilisation des cellules avec des IgE 
immunopurifiées provenant de 12 sérums individuels et le pool de sérums de patients 
allergiques à l’arachide. Des cellules ont été sensibilisées en parallèle par le pool de sérums de 
patients allergiques au lait afin de constituer un contrôle de spécificité. Toutes les cellules ont 
ensuite été activées par des gammes de concentration d’extrait protéique brut d’arachide 
(EPBA) ou des allergènes purifiés Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3 (ou polymères de glycinines), 
Ara h 6 et un fragment « naturel » de Ara h 3. 
III.2.2.1.a. Caractéristiques des sérums utilisés 
Les concentrations en IgE totales et spécifiques de l’EPBA ou des différents 
allergènes contenus dans les 12 sérums individuels et les pools de sérums de patients 
allergiques à l’arachide ou au lait ont été testées par EAST. Les résultats de ces dosages et les 
caractéristiques cliniques des patients sont récapitulés dans le tableau 16. 
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Tableau 16 : Dosages des IgE totales et spécifiques des allergènes de l’arachide dans les 
sérums. 
IgE spécifiques (UI/mL) 











51 (LM) 2450 1450 790 870 810 790 730 59 
470 (LM) 10800 2190 1370 1840 1490 1170 1160 20 
488 (LM) 470 320 160 180 81 47 75 68 
658 (LM) 710 23 16 25 15 11 14 3 
92 (S) 1170 790 380 550 200 340 260 68 
200 (S) 3160 350 180 250 200 125 145 11 
314 (S) 1540 110 51 72 70 44 40 7 
437 (S) 380 180 94 150 91 52 70 47 
445 (S) 490 160 100 160 130 64 90 33 
577 (S) 560 250 120 200 110 51 80 45 
609 (S) 730 390 250 280 220 120 190 53 
631 (S) 630 160 90 130 77 41 53 25 
pool de sérums de 
patients allergiques 
à l’arachide 
960 160 88 130 120 53 72 17 
pool de sérums de 
patients allergiques 
au lait 
1320 - - - - - - - 
Symptomatologie : LM : légère à modérée, S : sévère 
 - : inférieur à la limite de détection (0,1 UI/mL). 
 
Lors du dosage par EAST, aucune IgE spécifique n’a pu être détectée dans le pool de 
sérums de patients allergiques au lait. Ces résultats ont été confirmés dans l’autre format de 
dosage, par capture des IgE, s’assurant ainsi que ce pool de sérums constitue un bon contrôle 
de spécificité pour la dégranulation. A l’inverse, les 12 sérums de patients allergiques choisis 
pour cette étude ont des IgE spécifiques de tous les allergènes testés. Notons qu’il n’y a pas de 
variabilité importante dans l’intensité des réponses IgE aux différents allergènes chez un 
même patient. Un patient fortement sensibilisé présente des fortes réponses IgE à tous les 
allergènes testés (ex. : n° 470). A l’inverse un patient plus modérément sensibilisé présente 
des réponses IgE modérées à tous les allergènes testés (ex. n° 658). L’intensité de cette 
sensibilisation ne semble pas corrélée à la symptomatologie du patient dans la population 
d’étude. 
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Par contre, une grande variabilité est observée dans les concentrations en IgE 
spécifiques de l’EPBA pour notre population d’étude. Ces concentrations s’étalent entre 23 et 
2200 UI/mL, représentant 3 à 68% des IgE totales. Les concentrations en IgE spécifiques de 
Ara h 1 et de Ara h 3 sont globalement 25% plus fortes que celles des IgE spécifiques de 
Ara h 2 et de Ara h 6. Les concentrations en IgE dirigées contre le fragment de Ara h 3, un 
peptide de 11900 kDa dérivé de Ara h 3, présentent la même intensité que celles observées 
contre les albumines 2S (Ara h 2 et Ara h 6). 
 
Du fait des contraintes du test cellulaire, la population de patients allergiques 
sélectionnée pour cette étude n’est malheureusement pas représentative de la population 
générale de patients allergiques à l’arachide. Les sérums présentés ici ont des titres en IgE 
totales particulièrement forts (de 380 à 10800 UI/mL). Ils ont été privilégiés par rapport à des 
sérums dont les concentrations en IgE totales sont plus faibles afin de limiter le volume de 
sérums nécessaire à l’étude de tous les allergènes de l’arachide dans le test de dégranulation. 
La population d’étude est de plus composée en majorité de patients ayant des concentrations 
d’IgE spécifiques élevées. 
III.2.2.1.b. Profils des courbes de dégranulation 
Les cellules RBL SX-38 sensibilisées avec les IgE immunopurifiées du pool de 
sérums de patients allergiques au lait activées par les allergènes d’arachide, n’ont pas induit 
de dégranulation significative. A l’inverse, les sensibilisations des cellules RBL SX-38 avec 
les différents sérums de patients allergiques à l’arachide ont conduit à une dégranulation 
significative avec tous les allergènes testés. Un exemple des courbes de dégranulation 
obtenues pour le sérum n° 445 est montré figure 30. 
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Figure 30 : Libération de β-hexosaminidase des cellules RBL SX-38 sensibilisées avec le 
sérum n° 445 et activées avec l’EPBA ou les différents allergènes purifiés de l’arachide. 
 
La libération de β-hexosaminidase augmente en fonction des concentrations 
croissantes en allergène pour atteindre une valeur maximale. Les dégranulations stagnent ou 
diminuent quand les concentrations en allergènes augmentent davantage. Pour chaque sérum 
et allergène, le maximum de dégranulation (MaxD) et l’EC50, c’est-à-dire la quantité 
d’allergène nécessaire pour induire 50% de ce maximum de dégranulation, ont été calculés en 
modélisant les courbes de dégranulation obtenues. Un cas particulier a été observé pour les 
dégranulations induites par Ara h 6. Pour 6 des sérums individuels (n° 92, 200, 437, 488, 609 
et 631) et pour le pool de sérums de patients allergiques, la courbe de dégranulation obtenue 
après activation par Ara h 6 s’est avérée être bimodale (figure 31 : courbe de dégranulation 
obtenue avec le sérum n° 92). 
 
Figure 31 : Dégranulation spécifique induite par Ara h 6 de cellules RBL SX-38 
sensibilisées avec les sérums n° 92 et 445. 
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L’augmentation de la concentration en Ara h 6 permet d’atteindre un premier plateau 
de dégranulation (1er pic), puis après une nouvelle augmentation de la concentration en 
allergène, un nouveau pic est observé. Pour ces courbes particulières de dégranulation, nous 
avons défini 2 MaxD ainsi que 2 EC50 correspondants. Pour un sérum, seul le second pic a 
été observé (sérum n°658). Notons que ce sérum correspond à celui ayant les plus faibles 
concentrations et taux d’IgE spécifiques. 
 
Ces courbes de dégranulation bimodales obtenues pour l’Ara h 6 pourraient être 
expliquées par la présence et la mobilisation successive d’IgE spécifiques d’affinité 
décroissante dans certains sérums. Cette hétérogénéité d’affinité pourrait trouver son origine 
dans l’existence de réactivités croisées entre les albumines 2S de l’arachide, Ara h 2 et 
Ara h 6. En effet, ces protéines présentent des structures conservées qui peuvent conduire à 
une immunoréactivité croisée. Koppelman et coll. ont ainsi montré par des tests d’inhibition 
d’immunoempreintes que Ara h 2 peut inhiber complètement la liaison IgE-Ara h 6 [175]. Par 
ailleurs, il a également été montré que la liaison IgE-Ara h 2 peut être inhibée par Ara h 6, 
mais de façon moins prononcée. Une petite portion de Ara h 2 demeure capable de lier les IgE 
même en présence de fortes concentrations en Ara h 6 [175]. Par conséquent, lors de la 
dégranulation induite par Ara h 6, les IgE de plus faible affinité qui sont mobilisées pendant la 
seconde phase de la dégranulation pourraient correspondre à des IgE spécifiques de Ara h 2, 
mais reconnaissant également Ara h 6. La plus faible affinité de cette liaison, et/ou la moindre 
quantité d’IgE impliquées, expliquerait ce pic tardif. L’implication d’une telle population est 
confortée par le fait que l’intensité de la dégranulation obtenue par Ara h 6 au second pic est 
équivalente à celle observée pour Ara h 2 (voir tableau 17). La réciprocité partielle de la 
réactivité croisée entre Ara h 2 et Ara h 6 est retrouvée dans le test étant donné que pour ces 
mêmes sérums, les dégranulations induites par Ara h 2 ont tendance à augmenter à nouveau 
dans un second temps pour des concentrations très élevées. 
 
L’intensité de la dégranulation (MaxD) et la dose pour laquelle cette dégranulation est 
observée (EC50) sont rapportés pour les différents sérums et allergènes purifiés testés dans le 
tableau suivant (tableau 17). 
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Tableau 17 : Maximum de dégranulation (MaxD) et EC50 obtenus avec des cellules 
RBL SX-38 sensibilisées avec des IgE immunopurifiées de sérums humains de patients 
allergiques à l’arachide, et activées avec l’EPBA, Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3, Ara h 6, et le 
fragment de Ara h 3. 
globuline 7S glycinines albumines 2S 
EPBA 
Ara h 1 Ara h 3 fragment de Ara h 3 Ara h 2 
Ara h 6 (1er 
pic) 
































51 (LM) 82 2,2 75 190 72 43 68 150 56 2,3 66 2,7   
470 (LM) 66 17 85 200 66 100 58 270 67 2,2 49 2,9   
488 (LM) 95 9,4 78 8 72 18 71 130 58 1,5 56 1,2 67 3020
658 (LM) 24 40 18 220 23 170 23 3090 32 3,8 0  24 1220
92 (S) 98 7 91 74 93 50 95 460 97 1,3 47 2,8 78 380 
200 (S) 59 18 41 160 44 130 43 950 35 1,9 10 2,6 32 700 
314 (S) 43 25 43 200 42 180 34 440 37 2,4 31 7,9   
437 (S) 79 21 58 230 62 90 56 720 54 3,2 30 2,4 61 1480
445 (S) 89 13 75 85 76 64 74 260 80 1,4 60 3,2   
577 (S) 86 1,2 72 22 68 22 74 200 65 1,9 47 3,8   
609 (S) 89 1,3 79 18 82 55 70 150 48 2,2 24 0,7 42 760 
631 (S) 70 1,5 64 140 69 65 60 310 71 2 51 1,8 58 360 
moyenne 
(n=12) 73 13 65 129 64 82 61 594 58 2,2 39 2,9 52 1131
médiane 
(n=12) 80 11,2 73 150 68 65 64 290 57 2,1 47 2,7 58 760 
pool 
arachide 69 6,4 60 130 59 140 52 440 44 2,1 29 2,7 47 1490
Pool arachide : pool de 76 sérums de patients allergiques à l’arachide. 
Les MaxD sont exprimés en pourcentage de dégranulation par rapport à la dégranulation de 
référence. 
La quantité d’allergène donnant 50% de ce Max (EC50) est exprimée en pmol/L. 
Symptomatologie : LM : légère à modérée, S : sévère. 
 
Nous allons analyser les résultats obtenus en nous focalisant dans un premier temps 
sur les intensités des dégranulations obtenues (MaxD) et, dans un second temps, sur les doses 
d’allergènes nécessaires pour obtenir les dégranulations (EC50). 
III.2.2.1.c. Intensités des dégranulations 
Même si cela n’est pas significatif, les moyennes des MaxD les plus fortes ont été 
obtenues avec Ara h 1 et Ara h 3 (65 et 64% de la dégranulation de référence), ce qui est 
corrélé avec les concentrations les plus fortes en IgE spécifiques (tableau 16). A l’inverse, les 
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MaxD obtenues avec Ara h 6 ont été les plus faibles (en moyenne 39% de la dégranulation de 
référence si l’on considère les dégranulations obtenues au 1er pic). Cependant, les courbes 
bimodales obtenues avec cet allergène pour certains sérums ont rendu les comparaisons 
difficiles. En regardant les valeurs du 2nd pic, la moyenne atteint 51%. Pour Ara h 2 et le 
fragment de Ara h 3, les moyennes ont été de 58 et 60% respectivement. La comparaison de 
ces moyennes reproduit l’ordre observé individuellement pour chaque sérum. 
A l’inverse, pour un même allergène, nous avons observé une grande variabilité des 
MaxD selon les sérums utilisés pour sensibiliser les cellules. Par exemple, les MaxD sont 
échelonnés de 24 à 98% pour l’EPBA. Rappelons que dans ce test cellulaire, les sérums sont 
tous incubés sur les cellules à une quantité fixe de 1 UI d’IgE totales par puits. Nous avons 
donc analysé si les intensités des dégranulations obtenues étaient corrélées au pourcentage 
d’IgE spécifiques d’un allergène donné vs IgE totales, ce pourcentage représentant finalement 
la quantité d’IgE spécifiques incubées sur les cellules. La figure 32 présente les résultats des 
corrélations obtenues pour les différents allergènes. 
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Figure 32 : Corrélations entre la proportion d’IgE spécifiques / IgE totales et les 
maximum de dégranulation (MaxD) induits par l’EPBA et les différents allergènes 
purifiés Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3, Ara h 6 (1er et 2nd pic) et le fragment de Ara h 3. 
Les MaxD sont exprimés en pourcentage de la dégranulation de référence. 
 
Une corrélation positive forte est observée pour les dégranulations spécifiques induites 
par l’EPBA, Ara h 1, Ara h 3 et le fragment de Ara h 3 (r2 = 0,94, 0,68, 0,84 et 0, 69 
respectivement). A l’inverse, cette corrélation n’est pas significative dans les cas des 
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dégranulations induites par les albumines 2S, Ara h 2 et Ara h 6 (1er pic) (r2 = 0,49 et 0,46 
respectivement). Pour Ara h 6, si l’on tient compte des MaxD obtenus au 2nd pic pour les 6 
sérums concernés, et au 1er pic pour les autres, la corrélation est alors significative (r2=0,68). 
Les liens entre la capacité des sérums à dégranuler et leurs pourcentages d’IgE spécifiques vs 
IgE totales seront discutés plus finement dans le paragraphe III.2.2.2.b. 
Ainsi, l’intensité des dégranulations qui ont été obtenues pour les 12 sérums testés et 
le pool est dans l’ensemble corrélée aux taux d’IgE spécifiques vs IgE totales de ces sérums, 
contrairement à ce que nous avions observé dans le cadre de l’allergie au lait. 
III.2.2.1.d. Doses d’allergènes induisant les dégranulations 
En ce qui concerne les allergènes, un bon indicateur de leur potentiel allergénique est 
la dose nécessaire pour induire le déclenchement de la réaction allergique. Dans notre modèle, 
cette dose a été déterminée par le calcul des EC50 qui sont rapportées dans le tableau 17. 
Nous avons reporté sur la figure 33 les valeurs d’EC50 obtenues pour les 12 sérums 
individuels et pour les différents allergènes testés. Les EC50 sont exprimées en picomolaire 
afin de pouvoir comparer le potentiel des différents allergènes en termes de nombre de 
molécules nécessaires à induire la dégranulation. 
 
Figure 33 : Comparaison des valeurs d’EC50 obtenues après activation des cellules 
sensibilisées par les 12 sérums par l’EPBA, Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3, Ara h 6 et le 
fragment de Ara h 3. 
a, b, c et d indiquent une différence significative d’un groupe par rapport aux autres en 
utilisant une analyse de variance suivie du test de Tukey (p<0,05). 
 
Les EC50 obtenues avec l’EPBA, Ara h 1, Ara h 3 montrent une relativement grande 
variabilité. A l’inverse, les EC50 obtenues pour Ara h 2 et Ara h 6 (en considérant le 1er pic) 
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sont plus homogènes. Les EC50 obtenues pour Ara h 2 et Ara h 6 sont significativement plus 
faibles que celles obtenues après activation par les autres allergènes d’arachide. Les médianes 
sont respectivement de 2,1 et 2,7 pM pour Ara h 2 et Ara h 6 alors que pour l’EPBA, Ara h 3, 
Ara h 1 et le fragment de Ara h 3, les médianes sont respectivement de 11, 65, 150 et 290 pM. 
En fonction du sérum, 5 à 100 fois plus de Ara h 1 et de Ara h 3 que de Ara h 2 ou Ara h 6 
sont nécessaires pour obtenir une dégranulation. 
Même si les plus faibles valeurs d’EC50 pour tous les allergènes testés ont été 
obtenues pour des sérums qui se caractérisent par une forte proportion en IgE spécifiques vs 
IgE totales (sérums n° 51, 92, 488, 577 et 609) et qu’à l’inverse, les sérums qui ont induit les 
plus fortes valeurs d’EC50 ont un faible pourcentage d’IgE spécifiques vs IgE totales (sérums 
n° 314 et 658), cette corrélation n’est pas forcément retrouvée pour un même allergène entre 
sérums avec le même taux d’IgE spécifiques. Par exemple les sérums 437 et 577 ont des taux 
d’IgE spécifiques de l’EPBA de 47 et 45% des IgE totales respectivement. Ils présentent 
pourtant des valeurs d’EC50 qui différent d’un facteur 17 (21 pM et 1,2 pM respectivement). 
Des facteurs autres que les taux d’IgE spécifiques entrent donc en jeu pour expliquer 
l’induction d’une dégranulation à des concentrations différentes selon les allergènes, l’affinité 
des IgE pour les allergènes pourrait être un de ces facteurs.  
 
Nos résultats démontrent que les albumines 2S ont une forte capacité à induire le 
pontage des IgE et à induire la dégranulation. A l’inverse Ara h 1 et Ara h 3 sont moins actifs 
puisque de plus fortes doses de ces allergènes sont requises pour obtenir des dégranulations 
similaires. Une hypothèse pourrait être que le faible encombrement stérique de petites 
molécules faciliterait leur accès simultané à plusieurs molécules d’IgE fixées sur les cellules. 
Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons inclus le fragment de Ara h 3 dans notre étude. Il 
s’agit d’une molécule d’une taille comparable à celles de Ara h 2 et Ara h 6, et contre laquelle 
les concentrations en IgE spécifiques sont équivalentes à celles observées contre les 
albumines 2S (tableau 16). Cependant, le fragment de Ara h 3 démontre un très faible 
potentiel de dégranulation, suggérant que la taille des albumines 2S n’explique pas leur forte 
activité biologique dans notre test. 
Nos résultats sont en accord avec ceux de Palmer et coll. qui ont montré que 33 fois 
plus de molécules de Ara h 1 que de molécules de Ara h 2 sont nécessaires pour obtenir la 
même dégranulation [184]. Dans notre étude, nous avons observé, en moyenne, que 60 fois 
plus de molécules de Ara h 1 que de molécules de Ara h 2 sont nécessaires pour obtenir la 
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même dégranulation. Ces résultats sont également concordants avec des tests de dégranulation 
de basophiles humains, qui démontrent que Ara h 2 est un allergène déclenchant plus puissant 
que Ara h 1 et Ara h 3 [174;378]. Lehmann et coll. ont par ailleurs comparé la réactivité de 
Ara h 2 et de Ara h 6 dans un test de dégranulation sur cellules RBL 30/25, exprimant 
uniquement la chaîne α humaine. Dans ce test Ara h 2 induisait des dégranulations plus fortes 
et à des doses plus faibles que Ara h 6 [371], ce que nous n’avons pas confirmé dans notre 
étude. Dans une étude récente, McDermott et coll. ont montré que Ara h 2 avait un rôle 
majeur dans l’allergie à l’arachide. La déplétion en Ara h 2 d’un extrait protéique d’arachide 
induisait une augmentation des EC50 obtenues dans un test de dégranulation de cellules RBL 
SX-38 et dans un test de dégranulation de basophiles, augmentations respectives d’un facteur 
de 1,7 et 0,6 (n=12) [379]. Des études comparant l’activité biologique des allergènes 
d’arachide par tests cutanés ont montré que Ara h 2 et Ara h 6 sont les allergènes les plus 
fréquemment reconnus et induisant les réactions cutanées les plus fortes [163;173;174]. Les 
résultats que nous avons obtenus avec les cellules RBL SX-38 sont donc en accord avec ces 
observations cliniques. 
Toutes ces études démontrent donc le fort potentiel déclenchant des albumines 2S 
comparées aux autres allergènes de l’arachide. Cette observation est surprenante si l’on 
considère les proportions des différents allergènes dans l’EPBA ; c’est-à-dire 14%, 6,5%, 
50% et 4,5% des protéines totales respectivement pour Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3 et Ara h 6 
[355]. Même en tenant compte des proportions dans la graine de l’arachide, les différences 
entre les valeurs d’EC50 sont telles que les albumines seraient toujours les plus réactives des 
allergènes de l’arachide. Les albumines 2S semblent donc jouer un rôle majeur dans la 
réaction allergique à l’arachide. 
III.2.2.2. Liens entre capacité à dégranuler et caractéristiques 
immunochimiques des sérums et cliniques des patients  
III.2.2.2.a. Pourcentages en IgE spécifiques vs IgE totales des sérums et 
intensités de dégranulation 
Dans cette étude, nous avons pu constater qu’il y avait un lien entre les pourcentages 
en IgE spécifiques vs IgE totales des sérums et l’intensité de la dégranulation spécifique 
obtenue pour la majorité des allergènes testés. Nous avons par ailleurs pu observer que des 
sérums de patients allergiques à l’arachide n’ayant que très peu d’IgE spécifiques de 
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l’arachide n’induisent pas de dégranulation spécifique significative. Ainsi, parmi les sérums 
testés, celui qui induit les dégranulations les plus faibles (sérum n° 658), entre 18 et 32 % de 
la dégranulation de référence, est caractérisé par des taux d’IgE spécifiques variant selon 
l’allergène concerné de 1,5 à 3,5% des IgE totales. 
Nous avons donc réalisé une expérience de dégranulation en diminuant 
artificiellement le pourcentage d’IgE spécifiques vs IgE totales d’un sérum (n° 263, contenant 
55% d’IgE spécifiques / IgE totales) par ajout dosé de molécules IgE du standard utilisé 
comme étalon dans les dosages d’IgE. Le standard utilisé provient de WHO IUIS et ne 
présente pas d’IgE spécifiques de l’arachide. Dans ces tests, la quantité finale d’IgE totales 
incubées par puits est maintenue à 1 UI, et c’est le pourcentage en IgE spécifiques qui est 
variable. Les cellules sont ensuite activées avec la concentration en EPBA induisant une 
dégranulation maximale pour le sérum sans ajout d’IgE standard (35 ng/mL) (figure 34). 
 
Figure 34 : Effet du pourcentage en IgE spécifiques vs IgE totales sur la dégranulation 
de cellules RBL SX-38 par l’EPBA par ajout dosé d’IgE non spécifiques de l’arachide à 
des IgE immunopurifiées du sérum n° 263. 
A : La dégranulation est exprimée par rapport à la dégranulation de référence  
B : La dégranulation est exprimée en fonction du contenu total en β-hexosaminidase, pour des 
faibles taux d’IgE spécifiques / IgE totales. 
 
Par ajout dosé d’IgE non spécifiques de l’arachide dans le sérum n° 263 contenant à 
l’origine un taux élevé d’IgE spécifiques, nous observons le même type de courbe que pour 
des sérums individuels (figure 34, A et figure 32). Pour un taux d’IgE spécifiques de 
l’arachide supérieur à 20%, un plateau est atteint. Ce plateau est observé pour des taux d’IgE 
spécifiques allant de 10 à 20% pour les différents allergènes purifiés de l’arachide (figure 32). 
Le pontage de 10 à 20% des IgE fixées sur les FcεRI est donc suffisant pour induire une 
dégranulation maximale des mastocytes. Ces valeurs sont en accord avec celle de 
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MacGlashan et coll. qui ont démontré que la dégranulation de basophiles humains est 
maximale lorsque 10 à 15% des sites de liaison à l’antigène sont occupés [380].  
Afin de distinguer le seuil de positivité de la dégranulation en fonction du pourcentage 
d’IgE spécifiques de l’EPBA vs IgE totales, les résultats des dégranulations obtenues ont été 
exprimés par rapport au contenu total en β-hexosaminidase après soustraction de la 
dégranulation basale (figure 34, B). Cela nous permet de constater à partir de quel 
pourcentage en IgE spécifiques la dégranulation est significative (supérieure à 5% du total). 
On observe que ce seuil de positivité est atteint pour un pourcentage d’IgE spécifiques vs IgE 
totales de 2%. 
Ainsi, dans notre modèle cellulaire les dégranulations spécifiques induites par les 
allergènes de l’arachide sont corrélées au pourcentage IgE spécifiques vs IgE totales des 
sérums. A partir de 10 à 20% d’IgE spécifiques, les dégranulations sont maximales tandis que 
des dégranulations significatives ne sont obtenues que pour des sérums ayant plus de 2% 
d’IgE spécifiques vs IgE totales. Notons que ces résultats sont différents de ce qui a été 
observé pour le lait. Aucune corrélation entre les taux d’IgE spécifiques des allergènes du lait 
et l’intensité de la dégranulation n’a pu être mise en évidence, tandis qu’une dégranulation 
spécifique a été observée pour des sérums présentant moins de 0,1% d’IgE spécifiques. 
 
Nos résultats sont en accord avec ceux de Dibbern et coll. qui ont montré que l’activité 
des sérums sensibilisés à l’arachide est corrélée avec le pourcentage d’IgE spécifiques de 
l’arachide vs IgE totales dans un test de dégranulation des mastocytes utilisant la lignée 
cellulaire RBL SX-38 (coefficient de corrélation de Spearman = 0,62, p=0,01) [352]. 
Cependant, dans cette étude, les dégranulations étaient encore mieux corrélées aux 
concentrations en IgE spécifiques dans les sérums (coefficient de corrélation de Spearman = 
0,95, p<0,001), ce que nous n’avons pas observé. Les auteurs ayant utilisé les sérums à 
dilution constante, il apparaît logique que la dégranulation soit mieux corrélée à la teneur en 
IgE spécifiques dans le sérum tandis que l’utilisation des IgE à une concentration définie 
« biaise » cette corrélation. Il est intéressant de noter que les dégranulations obtenues par 
Dibbern et coll. atteignaient un plateau pour des sérums dont la concentration en IgE 
spécifiques de l’arachide était supérieure à 30 UI/mL et pour des taux d’IgE spécifiques 
supérieurs à 10%. Dans notre modèle, le plateau est atteint pour des sérums dont les taux 
d’IgE spécifiques sont de 10 à 20%. De leur côté, Marchand et coll., en utilisant un modèle 
avec des cellules transfectées uniquement par la chaîne α du FcεRI, n’ont montré aucune 
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corrélation entre le contenu en IgE spécifiques et le potentiel de dégranulation des sérums 
[346]. Une très bonne corrélation linéaire entre le pourcentage d’IgE spécifiques et la 
dégranulation était pourtant obtenue dans cette étude à l’aide d’IgE humaines monoclonales 
purifiées.  
Malgré une grande variation dans les intensités de dégranulation dans la population 
d’étude, le pourcentage d’IgE spécifiques dans les sérums est un bon indicateur de la capacité 
d’un sérum à sensibiliser les cellules RBL SX-38 et à induire une dégranulation spécifique 
d’un allergène. 
III.2.2.2.b. Existe-t-il un lien entre la capacité des sérums à dégranuler les 
cellules et la symptomatologie du patient ? 
La capacité d’un sérum à induire la dégranulation des cellules pourrait être 
éventuellement corrélée à la symptomatologie du patient correspondant. Nous avons donc 
séparé les résultats de dégranulation in vitro en fonction de la sévérité des symptômes 
constatés après ingestion d’arachide par les patients dont les sérums ont été utilisés. Parmi ces 
patients, 4 ont des symptômes cliniques légers à modérés tandis que les 8 autres ont des 
symptômes cliniques sévères. 
 
Figure 35 : Paramètres des courbes de dégranulation obtenues pour l’EPBA (A : 
maximum de dégranulation, et B : EC50) selon la symptomatologie des patients. 
(L/M : léger à modéré (n=4), S : sévère (n=8)) 
 
Concernant les sérums des patients impliqués dans notre étude et malgré quelques 
tendances, ni les MaxD, ni les EC50 obtenus avec l’EPBA ne sont significativement corrélés 
à la sévérité des manifestations cliniques de l’allergie à l’arachide (figure 35). On observe en 
effet, dans les deux groupes de patients, des sérums pour lesquels les intensités de 
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dégranulation (MaxD) sont parmi les plus faibles et les plus fortes. De la même façon, des 
patients ayant une allergie légère à modérée présentent des valeurs d’EC50 parmi les plus 
faibles tandis que des patients ayant une symptomatologie sévère sont caractérisés par des 
valeurs d’EC50 parmi les plus fortes. Les mêmes résultats ont été observés pour les différents 
allergènes purifiés de l’arachide (non montré). 
Cependant, la population de sérums que nous avons sélectionnée pour cette étude n’est 
pas représentative de la population générale de patients allergiques à l’arachide. En premier 
lieu, les sérums sélectionnés sont majoritairement des sérums de patients ayant des 
symptômes sévères (8/12). De plus, du fait de la nécessité d’une quantité optimale d’IgE de 1 
UI par puits pour la réalisation du test cellulaire, les sérums de patients ayant des symptômes 
légers à modérés ont été sélectionnés pour avoir des concentrations en IgE spécifiques de 
l’arachide élevées. Or, dans le cas de l’allergie à l’arachide, la sévérité des symptômes est 
directement corrélée aux concentrations en IgE spécifiques de l’arachide dans les sérums 
[228;381]. La population de patients présentant des symptômes légers à modérés dans notre 
étude n’est donc pas représentative de la population globale de ces patients. Cependant, si on 
considère effectivement que les sérums ayant des taux très forts en IgE spécifiques sont issus 
de patients ayant une symptomatologie sévère, indirectement, les résultats obtenus dans ce 
test cellulaire de déclenchement de la réaction allergique sont corrélés avec la 
symptomatologie des patients. Nous avons en effet démontré dans cette étude que les 
intensités des dégranulations sont positivement corrélées avec les taux d’IgE spécifiques des 
allergènes vs IgE totales dans les sérums. 
III.2.2.2.c. Les complexes IgE-IgG présents dans les sérums ont-ils une 
influence sur le test de dégranulation ? 
Les tests de déplétion des sérums en IgG nous ont conduits à la perte quasiment 
complète des IgE dans les fractions passées sur protéine G, suggérant que les IgE restaient 
fixées sur la matrice. L’absence d’affinité de cette matrice pour les IgE nous laissait suspecter 
l’existence d’un anticorps intermédiaire fixant les IgE et se liant à la protéine G. La présence 
dans les sérums d’anticorps IgG spécifiques des IgE a été maintes fois décrite dans la 
littérature. Nous nous sommes donc interrogés sur l’existence d’IgG anti-IgE et leurs 
conséquences sur la capacité des sérums à induire une dégranulation. Nous avons donc mis au 
point des outils de dosage de ces complexes dans les sérums humains, en adaptant les dosages 
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des IgE et des IgG totales réalisés couramment au laboratoire. Le principe de ce nouveau 
dosage est de capturer les IgE sériques sur des plaques revêtues par un anticorps anti-IgE 
humaines, puis de révéler la présence d’IgG complexées aux IgE à l’aide d’un traceur anti-
IgG humaines. Nous avons utilisé des traceurs anti-IgG humaines spécifiques des 4 
différentes sous-classes d’IgG (IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4). Les anticorps utilisés ne 
reconnaissent que les isotypes contre lesquels ils sont dirigés. Afin de pouvoir comparer les 
taux de complexation entre les différents sérums, nous avons incubé les sérums à des 
concentrations fixes en IgE (5, 1 ou 0,2 UI/mL) estimées par dosage des IgE totales. 
Les complexes IgE-IgG ont été dosés dans les 12 sérums de patients allergiques à 
l’arachide impliqués dans notre étude de dégranulation. Le pool de 76 sérums de patients 
allergiques à l’arachide et le pool de sérums de patients allergiques au lait ont également été 
analysés. Dans un premier temps, nous avons dosé les complexes IgE-IgG1, IgG2, IgG3 ou 
IgG4 avec les sérums non prétraités (c’est-à-dire non immunopurifiés en IgE). Les résultats 
sont présentés séparément, figure 36 pour les complexes IgE-IgG1, IgG2 et IgG3 et figure 37 
pour les complexes IgE-IgG4. 
 
Figure 36  : Dosage des complexes IgE-IgG1, 2 et 3 dans les sérums de patients 
allergiques à l’arachide. 
Après incubation sur plaque anti-IgE des sérums (à 5 UI/mL d’IgE totales), les complexes 
IgE-IgG1, 2 ou 3 sont révélés par des traceurs anti-IgG1, 2, ou 3. 
 
Comme nous pouvons le constater (figure 36), pour une concentration en IgE de 5 
UI/mL, seuls 3 sérums montrent des signaux significatifs traduisant la présence de complexes 
IgE-IgG1. De façon surprenante, seul le pool de sérums de patients allergiques au lait montre 
un signal révélant la présence de complexes des IgE par des IgG2 anti-IgE. A l’inverse, les 
dosages démontrent l’absence de complexes IgE-IgG3 quel que soit le sérum considéré. 
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Figure 37 : Dosage des complexes IgE-IgG4 dans les sérums de patients allergiques à 
l’arachide. 
Après incubation sur plaque anti-IgE des sérums (à 5, 1 ou 0,2 UI/mL d’IgE totales), les 
complexes IgE-IgG4 sont révélés par des traceurs anti-IgG4. 
 
Par contre, tous les sérums présentent des complexes formés avec des IgG4 anti-IgE 
(figure 37). Les signaux observés sont proches de la saturation à 5 UI/mL d’IgE, puis 
diminuent proportionnellement avec la baisse des concentrations en IgE, démontrant que le 
signal dépend bien de la quantité des IgE déposées. Du fait de la spécificité de nos différents 
anticorps secondaires, ces résultats suggèrent que nous avons bien des IgE fixées par la phase 
solide et des IgG4 liées à ce support et révélées par le traceur. Nous pouvons observer une 
grande hétérogénéité des quantités d’IgG4 complexées aux IgE pour les différents sérums. Par 
exemple, le signal mesuré pour le sérum 470 dilué à 5 UI/mL d’IgE est équivalent à celui 
obtenu pour le sérum 488 dilué à 0,2 UI/mL d’IgE. Par extrapolation, on peut donc considérer 
que les IgE du sérum 470 sont 25 fois moins complexées que celles du sérum 488. 
Ces premiers résultats suggèrent donc que, dans les sérums humains de patients 
allergiques, des complexes IgE-IgG sont présents et que ces complexes sont formés 
majoritairement par des IgG4. Les complexes IgE-IgG4 ont donc par la suite été dosés après 
immunopurification des IgE des sérums correspondant au traitement préalable à la 
sensibilisation des cellules RBL SX-38. Les résultats sont donnés figure 38. 
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Figure 38 : Dosage des complexes IgE-IgG4 dans les sérums de patients allergiques à 
l’arachide après immunopurification des IgE. 
Après incubation sur plaque anti-IgE des sérums (à 5, 1 ou 0,2 UI/mL d’IgE totales), les 
complexes IgE-IgG4 sont révélés par des traceurs anti-IgG4. 
 
Après immunopurification des IgE, des signaux sont également observés pour tous les 
sérums testés, les quantités de complexes étant hétérogènes d’un sérum à l’autre. On note 
néanmoins des signaux beaucoup plus faibles que précédemment, bien que les quantités d’IgE 
soient les mêmes, suggérant que les IgE sont moins complexées après immunopurification. 
Cette perte n’est pas du même ordre d’un sérum à l’autre. Par exemple, pour le sérum 51, un 
signal de l’ordre de 400 mA est obtenu pour une concentration d’IgE immunopurifiées de 5 
UI/mL alors que le même signal était observé pour une concentration en IgE non traitées 
située entre 0,2 et 1 UI/mL (figure 37). La diminution du signal est encore plus importante 
pour le pool de sérums de patients allergiques à l’arachide après immunopurification. On 
retrouve malgré tout la différence d’un facteur 25 entre les quantités de complexation des IgE 
immunopurifiées du sérum 470 et du sérum 488. 
Il est concevable que la complexation IgE-IgG4 puisse empêcher la liaison des IgE 
aux anticorps anti-IgE couplés au sépharose, entraînant donc un appauvrissement en 
complexes IgE-IgG4 lors de l’immunopurification. Cependant, les anticorps monoclonaux 
anti-IgE utilisés pour l’immunopurification sont identiques à ceux intervenants dans le dosage 
des IgE. S’il y avait une telle absence de fixation, cette fraction de complexe ne serait donc 
pas détectée, dès l’origine dans le sérum non immunopurifié. Une autre hypothèse serait que 
certaines IgE pourraient être décomplexées lors de l’immunopurification. Nous avons pu 
constater dans des expériences complémentaires que le passage sur protéine G des sérums 
après immunopurification des IgE entraînait des pertes en IgE du même ordre de grandeur que 
celle constatée pour les sérums non prétraités, c’est-à-dire 95%. Cette simple expérience 
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démontre donc que les IgE immunopurifiées restent complexées après immunopurification. 
Une autre hypothèse serait que plusieurs IgG4 sont liées à une IgE. Lors de l’étape 
d’immunopurification, impliquant un choc acide, une partie de ces IgG4 pourrait en fait être 
décomplexée mais les IgE resteraient liées par d’autres IgG4. 
A partir des résultats obtenus avec les IgE totales, nous avons cherché à vérifier l’état 
de complexation des IgE spécifiques de l’arachide. Pour cela, des IgE immunopurifiées ont 
été incubées sur des plaques revêtues par de l’EPBA à des concentrations en IgE spécifiques 
de l’EPBA de 5, 1 et 0,2 UI/mL. Les IgE ont été préalablement immunopurifiées afin ne pas 
avoir d’IgG spécifiques de l’arachide dans les sérums. Les IgG4 complexées aux IgE fixées 
spécifiquement à l’EPBA sont par la suite révélées par le traceur anti-IgG4 couplé à la G4. 
Les complexations obtenues ont été comparables à celles observées avec les IgE totales 
immunopurifiées tant en termes de quantité que d’hétérogénéité d’un sérum à l’autre (non 
montré). Ces résultats sont donc en accord avec ceux de Magnusson et coll. qui ont montré 
que les IgG4 anti-IgE lient la partie Fc des IgE [382]. 
L’interaction possible entre IgE et IgG pourrait influencer la fixation des IgE sur leurs 
récepteurs et particulièrement sur celui de haute affinité, le FcεRI. Ces complexes pourraient 
par exemple bloquer la liaison des IgE au FcεRI si les IgG ont des sites de fixation identiques 
ou proches de ceux des récepteurs. Au contraire, ils pourraient potentialiser cette liaison après 
modification structurale des IgE. En effet, Nawata et coll. avaient montré la présence d’IgG 
anti-IgE dans les sérums, conduisant à la formation de complexes immuns avec les IgE. Il 
semble que la présence de ces complexes est plus fréquente chez des patients ayant un asthme 
atopique  (95%) ou une dermatite atopique (87%) comparés à des patients ayant un asthme 
non atopique (72%) [383;384]. Iwamoto et coll. ont également décrit un taux plus élevé de 
complexes IgE-IgG chez des patients ayant un asthme atopique sévère [385]. De plus, Jarzab 
et Gawlik ont mis en évidence des quantités de complexes IgE-IgG plus importantes durant la 
saison pollinique chez des patients ayant une allergie respiratoire [386]. Les sous-classes 
d’IgG impliquées dans ces complexes sont décrits, pour des patients atopiques, comme étant 
des IgG1 et des IgG4 par Carini et coll. [387]. Nos résultats montrent également que les 
complexes impliquent principalement des IgG4 et, pour quelques sérums, des IgG1. Notons 
que dans une autre étude, ce sont les IgG1 et des IgG3 qui étaient impliqués [388], ce que 
nous n’observons pas dans le cadre de la sensibilisation à l’arachide. Ces études suggèrent 
que ces complexes ont un rôle non négligeable dans la réaction allergique. Nous avons donc 
vérifié si les taux de complexations étaient différents selon la symptomatologie des patients 
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dont les sérums ont été utilisés dans cette étude, et si les différents paramètres des 
dégranulations obtenus dans le test de déclenchement de la réaction allergique étaient corrélés 
à ces taux de complexation des IgE par les IgG4 anti-IgE. 
Dans un premier temps, si l’on compare les patients ayant une symptomatologie légère 
à modérée (n=4) et ceux ayant une symptomatologie sévère (n=8), nous n’observons pas de 
différence (figure 37). La complexation des IgE par les IgG4 anti-IgE n’explique pas non plus 
les résultats des dégranulations obtenues pour l’EPBA, tant pour les intensités des 
dégranulations que pour les EC50 obtenues (figure 39). 
 
Figure 39 : Paramètres des courbes de dégranulation obtenues pour l’EPBA (A : 
maximum de dégranulation, et B : EC50) selon les taux de complexes IgE-(IgG4 
anti-IgE) dans les sérums. 
 
Nous avons mis en évidence des niveaux de complexation des IgE par des IgG4 anti-
IgE variables d’un sérum à l’autre. Pour les 12 sérums de notre étude, les quantités d’IgG4 
anti-IgE complexées aux IgE ne sont pas corrélées à la sévérité des symptômes des patients et 
ne sont pas non plus liées à la capacité des sérums à induire la dégranulation des cellules dans 
notre modèle. Lichtenstein et coll. ont montré que des dégranulations de basophiles pouvaient 
être induites par des anticorps anti-IgG, ces anticorps se liant aux IgG impliquées dans les 
complexes IgE-IgG fixés via les IgE aux FcεRI exprimés à la surface des basophiles [389]. 
Lors de l’utilisation des sérums sans pré-traitement pour sensibiliser les cellules, ce 
phénomène se produit peut-être, ce qui expliquerait en partie les différences observées pour 
des sérums utilisés sans prétraitement. D’autre part, ces complexes IgE-IgG pourraient lier 
des récepteurs FcγRII à la surface des cellules effectrices, ce qui inhiberait l’activation des 
mastocytes et basophiles par les allergènes [390]. Notre modèle cellulaire n’exprime que le 
FcγRII humain, par conséquent, nous ne pouvons voir ce type d’interactions avec les autres 
récepteurs présents sur les mastocytes et basophiles. 
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Des études intéressantes sur ces complexes seraient de comparer la présence de 
complexes chez différentes populations, notamment des individus non allergiques (tolérants) 
et des patients allergiques à l’arachide ou au lait de vache. Un suivi longitudinal de patients 
allergiques pourrait également être une bonne source d’information. De plus, afin de 
compléter l’étude sur un éventuel effet des complexes dans ce modèle cellulaire de 
déclenchement de la réaction allergique, il faudrait comparer la capacité de sensibilisation des 
cellules, via les dégranulations induites par les allergènes, à partir des IgE d’un même sérum 
libres ou complexées aux IgG4. Nous avons testé plusieurs approches pour séparer les IgE des 
IgG4 anti-IgE comme le chauffage à 56°C [391], des traitements à pH acides ou basiques, ou 
par dissociation par le thiocyanate. Cependant, nous n’avons pas pu rompre cette liaison par 
ces techniques, et obtenir des IgE libres, suggérant une très forte affinité des IgG4 impliquées. 
Différentes approches envisagées au laboratoire devraient permettre de décomplexer les IgE, 
en prenant garde à ne pas les dénaturer et à ne pas endommager leur paratope. Cela est 
nécessaire pour poursuivre ces études et comprendre le rôle des complexes dans nos modèles. 
III.2.2.3. Conclusions 
Nous avons obtenu des dégranulations significatives pour tous les allergènes de 
l’arachide testés, confirmant ainsi leur fonctionnalité. Les intensités de dégranulation sont 
corrélées aux taux d’IgE spécifiques des différents allergènes vs IgE totales contenues dans 
les sérums. Nous avons montré que le pontage de 10 à 20% des IgE fixées sur les FcεRI est 
suffisant pour induire une dégranulation maximale des mastocytes, ces valeurs étant en accord 
avec les données publiées [380]. De plus, pour les allergènes de l’arachide, des sérums ayant 
plus de 2% d’IgE spécifiques vs IgE totales suffisent à sensibiliser les cellules en vue d’une 
dégranulation. 
 
La comparaison des EC50 obtenues a permis de mettre en évidence le fort potentiel de 
dégranulation des albumines 2S de l’arachide, Ara h 2 et Ara h 6. Les médianes des EC50 
obtenues pour les 12 sérums sont en effet de 2,1 et 2,7 pM respectivement pour Ara h 2 et 
Ara h 6, alors que pour l’EPBA, Ara h 3, Ara h 1 et le fragment de Ara h 3, les médianes sont 
respectivement de 11, 65, 150 et 290 pM. Ces données sont en accord avec des études qui 
soulignent la forte allergénicité des albumines 2S par différents tests in vitro comme in vivo. 
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Cette implication dans l’allergénicité de l’arachide est d’autant plus forte que les quantités de 
Ara h 3 ou Ara h 1 sont importantes pour induire une dégranulation 
[163;173;174;184;371;378]. Un des intérêts de notre étude est que nous avons comparé les 
principaux allergènes de l’arachide en même temps et pour les mêmes sérums. Ces résultats 
corroborent des études comparant l’activité biologique des allergènes d’arachide par tests 
cutanés qui ont montré que Ara h 2 et Ara h 6 sont les allergènes de l’arachide induisant les 
réactions les plus fortes [163;173;174]. 
 
Nous avons également cherché à voir s’il existait des corrélations entre les intensités 
de dégranulations observées, ou les valeurs d’EC50 obtenues pour l’EPBA et les différents 
allergènes de l’arachide, et la symptomatologie des patients. Nous n’avons pas observé de lien 
particulier. Des sérums de patients ayant une symptomatologie sévère peuvent en effet induire 
des dégranulations de faible intensité avec des EC50 élevées. A l’inverse des sérums de 
patients ayant une allergie légère à modérée peuvent induire des dégranulations d’une 
intensité élevée avec des valeurs d’EC50 parmi les plus faibles obtenues. La sévérité de la 
réaction allergique ne s’explique pas par le seul fait d’induire facilement et fortement la 
dégranulation des mastocytes in vivo. De nombreux autres facteurs peuvent entrer en jeu. 
Dans cette optique, nous nous sommes demandés si la complexation des IgE par les IgG anti-
IgE présentes dans les sérums pouvait avoir une influence sur leur capacité à sensibiliser les 
cellules et/ou à moduler la dégranulation ultérieure dans ce test cellulaire de déclenchement 
de la réaction allergique. Nous avons mis au point un système pour doser les complexes IgE-
IgG présents dans les sérums et nous avons montré que ces complexes impliquent 
principalement des IgG4 qui ne sont pas spécifiques de la partie variable de l’IgE puisque les 
IgE spécifiques sont tout autant complexées que les IgE totales. Pour notre population de 
sérums, des niveaux de complexation différents ont été mis en évidence, avec des différences 
pouvant aller jusqu’à un facteur 25. Les niveaux de complexation des IgE des sérums de 
patients allergiques à l’arachide ne sont cependant pas corrélés à la symptomatologie des 
patients, ni aux différents paramètres des dégranulations obtenues (intensité et dose 
d’allergène nécessaire pour induire la dégranulation). 
Les valeurs d’EC50 obtenues pourraient être le reflet d’affinités différentes des IgE 
spécifiques. L’affinité des IgE pour les allergènes est peu étudiée. Hantusch et coll. ont étudié 
les cinétiques d’association et de dissociation de la liaison des IgE et des IgG aux allergènes 
Phl p 5 (pollen de graminée) et Bet v 1a (pollen de bouleau) par résonance plasmonique de 
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surface. Ils ont montré que les affinités des IgE sont comprises entre 10-10 et 10-11 M et celles 
des IgG entre 10-7 et 10-8 M [392]. El-Khouly et coll. ont étudié l’avidité des IgE spécifiques 
de l’EPBA ou de Ara h 2 purifiée chez des patients allergiques à l’arachide en utilisant une 
méthode reposant sur la dissociation de la liaison des IgE aux allergènes par du thiocyanate 
dans un test ELISA. L’avidité des IgE pour Ara h 2 s’est avérée être corrélée à la sévérité de 
la réaction allergique évaluée par DBPCFC [393]. Récemment, Christensen et coll. ont étudié 
l’effet de l’affinité des IgE pour les allergènes sur leur capacité à induire la dégranulation de 
basophiles. Pour cela, ils ont produit des IgE recombinantes spécifiques de Der p 2, 
l’allergène majeur de la poussière de maison. Ils ont caractérisé l’affinité de la liaison de ces 
rIgE pour Der p 2 par résonance plasmonique de surface et les ont utilisées pour sensibiliser 
des basophiles humains. Ils ont ensuite activé les cellules avec des gammes de concentrations 
de Der p 2. Ces expériences montrent qu’une différence d’affinité d’un facteur 2 peut 
conduire à des différences de quantité d’allergènes nécessaires à la dégranulation de 
basophiles d’un facteur 500 à 1000 [394]. Ces études montrent l’importance de l’affinité des 
IgE pour les allergènes sur leur capacité à induire la dégranulation de cellules effectrices et 
leur lien avec la sévérité de la réaction allergique. Il serait intéressant d’analyser si, dans notre 
modèle cellulaire, les différences d’EC50 observées pour les différents sérums et allergènes 
pourraient être liées à des différences d’affinité des IgE pour les allergènes. L’affinité des IgE 
pour les allergènes pourrait être un marqueur de la sévérité de la réaction allergique qu’il 
serait intéressant d’étudier. 
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IV. CONCLUSIONS ET DISCUSSION GENERALE 
• Développement d’un test de déclenchement de la réaction allergique appliqué à 
l’étude de la fonctionnalité des allergènes 
Le modèle cellulaire de déclenchement de la réaction allergique a été développé dans 
le but d’étudier la fonctionnalité de l’interaction entre les IgE et les allergènes et non dans 
celui d’obtenir un test de diagnostic. Les tests cellulaires utilisés à des fins de diagnostic 
reposent sur l’utilisation de basophiles issus des patients allergiques. Pour le diagnostic des 
allergies alimentaires, ce type de test montre une sensibilité et une spécificité variables 
suivant les allergènes et les types de médiateurs ou de marqueurs mesurés. Les sensibilités 
varient en effet de 53 à 95% et les spécificités de 43 à 97% [242;265;395-397]. Nous avons 
donc choisi et optimisé les paramètres d’un test de dégranulation utilisant les cellules RBL 
SX-38 qui expriment les 3 sous-unités du FcεRI, afin d’obtenir des dégranulations intenses et 
reproductibles. En dépit des variabilités décrites précédemment, nous avons cherché à mettre 
en évidence, dans nos conditions expérimentales, un marqueur de la sévérité des symptômes 
observés chez les patients allergiques à l’arachide. Nous avons montré que les intensités de 
dégranulation suite à l’activation par les allergènes de l’arachide sont corrélées avec les taux 
d’IgE spécifiques correspondantes contenues dans les sérums, mais ne sont pas directement 
corrélées avec la symptomatologie des patients. Les doses d’allergènes induisant la 
dégranulation des cellules ne sont pas non plus corrélées avec la symptomatologie des 
patients. Cependant notre sélection de patients, pour des raisons de disponibilité et de 
concentrations en IgE totales, n’est pas représentative des patients présentant des symptômes 
légers à modérés. Quoiqu’il en soit, la symptomatologie ne peut pas être réduite à la capacité 
des IgE à se fixer sur les FcεRI et à être pontées par la liaison des allergènes et ainsi induire la 
dégranulation des cellules effectrices.  
Dans notre test, seul le pontage des IgE immunopurifiées fixées aux FcεRI humains 
exprimés à la surface des cellules par les différents allergènes est considéré. Or, l’expression 
des récepteurs est variable d’un sujet à l’autre, tout comme le nombre de cellules effectrices 
circulantes et présentes dans les muqueuses. Il existe de plus un polymorphisme des gènes 
codant pour le FcεRI. D’autre part, d’autres récepteurs peuvent moduler le processus de 
déclenchement de la réaction allergique, tels que le FcγRII. De plus, nous avons écarté tous 
les facteurs pouvant interférer dans la liaison des IgE aux récepteurs ou dans la 
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reconnaissance des IgE par les allergènes en utilisant des IgE immunopurifiées. Nous avons 
aussi utilisé les IgE à la même concentration pour tous les sérums, alors que les 
concentrations en IgE sont variables d’un sujet à l’autre. Pour finir, le test étant réalisé in 
vitro, il est isolé de l’environnement cytokinique et cellulaire qui peut engendrer des 
modulations de l’intensité de la réaction allergique. 
Notre test cellulaire ne permet pas en l’état de mettre en évidence la sévérité des 
symptômes des patients allergiques. Cependant, il permet de discriminer le potentiel de 
dégranulation des allergènes. Nous avons montré la fonctionnalité des extraits allergéniques et 
des allergènes purifiés de deux sources allergéniques majeures, responsables de nombreux cas 
d’allergies alimentaires notamment chez l’enfant : le lait et l’arachide. Ces protéines sont 
capables d’induire in vitro des dégranulations spécifiques. 
 
• Comparaison du potentiel de dégranulation des allergènes purifiés issus d’un même 
aliment 
Nous avons comparé le potentiel de dégranulation des différents allergènes purifiés du 
lait et de l’arachide, c’est-à-dire leur capacité à induire la dégranulation des cellules RBL SX-
38. Pour ces allergènes, nous avons observé une grande dispersion dans les intensités des 
dégranulations et dans les doses d’allergènes nécessaires pour les induire. 
Les intensités de dégranulation induites par les principaux allergènes de l’arachide 
sont corrélées avec les taux d’IgE spécifiques vs IgE totales contenues dans les sérums. Pour 
ces allergènes, une dégranulation significative est obtenue pour des sérums dont la 
concentration en IgE spécifiques représente 2% des IgE totales et la dégranulation est 
maximale pour des sérums contenant 10 à 20% d’IgE spécifiques. Pour les allergènes de 
l’arachide, les dégranulations les plus fortes atteignent pratiquement 100% de la dégranulation 
de référence obtenue avec l’anticorps anti-IgE humaines. A l’inverse, nous avons observé que 
les intensités de dégranulation induites par les allergènes des laits de vache et de chèvre ne 
sont pas corrélées aux niveaux d’IgE spécifiques dans les sérums. De façon générale, les 
intensités de dégranulation obtenues pour les allergènes des laits de vache et de chèvre ont été 
plus faibles que celles obtenues dans l’étude des allergènes de l’arachide. 
Les EC50 obtenues pour les allergènes de l’arachide ou des laits de vache et de chèvre 
sont très variables. Pour les allergènes de l’arachide, les valeurs obtenues ont toutefois montré 
que les albumines 2S, Ara h 2 et Ara h 6, induisaient systématiquement des dégranulations à 
des doses beaucoup plus faibles que Ara h 1 et Ara h 3. Ces observations confortent 
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l’importance de ces petites protéines très structurées dans l’allergénicité de l’arachide. La 
comparaison des dégranulations entre patients montre que, pour un même allergène de 
l’arachide, les valeurs d’EC50 obtenues sont globalement homogènes. Pour chaque allergène 
testé, les EC50 varient au maximum d’un facteur 30 entre sérums. 
Par contre, pour les allergènes du lait, la dispersion des EC50 est beaucoup plus 
importante. Les valeurs peuvent varier de plus d’un facteur 1000 entre sérums pour un même 
allergène. Les écarts apparaissent également très forts et variables entre allergènes pour un 
même sérum. Ainsi, l’allergène présentant le meilleur potentiel de dégranulation (MaxD ou 
EC50) n’est pas le même d’un patient à l’autre. Cependant, malgré cette diversité, l’analyse 
des allergènes du lait souligne le potentiel de dégranulation important des fractions caséines 
purifiées.  
De tels résultats soulignent une certaine homogénéité dans la réponse des IgE des 
patients allergiques à l’arachide envers ces différents allergènes. A l’inverse, elle confirme 
l’hétérogénéité de la réponse IgE des patients allergiques au lait envers ces différents 
allergènes. 
La comparaison des dégranulations entre les sources allergéniques montre des valeurs 
d’EC50 généralement beaucoup plus faibles pour les allergènes de l’arachide que pour ceux 
des laits de vache et de chèvre. Pour le lait de vache, les EC50 les plus faibles sont de 7 et 8 
fM pour la fraction caséine entière et la caséine β respectivement, mais ces valeurs ne sont 
obtenues que pour un seul sérum. La valeur la plus élevée est de 1,1 µM pour la caséine αs2 
bovine. Pour les protéines du lait de chèvre, la plus petite valeur d’EC50 est de 0,7 pM pour la 
caséine αs1 et la plus élevée de 5,8 µM pour la βLG. Pour les allergènes de l’arachide, les 
valeurs d’EC50 obtenues ont été beaucoup plus faibles, s’échelonnant entre 0,7 pM (obtenue 
pour Ara h 2) et 3,1 nM (obtenue pour le fragment de Ara h 3). Pour des sérums fortement 
sensibilisés aux protéines d’arachide, des dégranulations spécifiques sont obtenues pour des 
concentrations de 120 pg/mL de l’extrait protéique total de l’arachide et même de 10 pg/mL 
pour les albumines 2S. Ce test fortement sensible pourrait donc être utilisé afin de détecter la 
présence d’arachide (mais pas de lait) dans des aliments complexes. 
L’étude du potentiel allergénique des allergènes purifiés issus d’un même aliment 
permet de classer l’implication des protéines dans la réaction allergique. Pour le lait, nous 
avons montré l’importance des caséines par rapport à la βLG et pour l’arachide des albumines 
2S par rapport aux autres allergènes Ara h 1 et Ara h 3 (Publication soumise, Annexe II). Des 
études similaires avaient été réalisées pour les allergènes de l’arachide, sans que tous ces 
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allergènes n’aient été testés ensemble, pour des mêmes sérums dans le même test. De plus, le 
potentiel de dégranulation des différents allergènes corrobore des données cliniques obtenues 
par tests cutanés. Pour l’étude des allergènes des laits de vache et de chèvre, ces résultats 
constituent, à notre connaissance, les premières données dans ce type de modèle. 
 
• Application du modèle à l’étude de l’effet de traitements variés sur l’allergénicité 
d’une protéine 
Ce modèle a également été utilisé pour étudier les différences de réactivité des 
allergènes après différents traitements. Comme nous l’avons vu dans l’introduction générale 
de cette thèse, la digestion, les traitements thermiques et d’autres procédés industriels peuvent 
avoir un impact sur l’allergénicité des protéines (paragraphe II.2). Les modèles cellulaires de 
dégranulation constituent un outil adapté pour évaluer ces modulations de l’allergénicité des 
protéines. Bohle et coll. ont montré que la cuisson d’allergènes homologues de Bet v 1 
provoque une perte de leur capacité à lier les IgE et à induire la dégranulation de basophiles 
[307]. L’effet de la digestion sur l’allergénicité du colin a également été évalué dans un test de 
dégranulation de basophiles humains. Après digestion, les extraits protéiques ont montré une 
plus faible capacité de liaison aux IgE et le test cellulaire a mis en évidence un potentiel 
allergénique réduit d’un facteur 10000 [284]. 
 
Nous avons donc appliqué notre modèle à l’étude de l’effet de traitements thermiques 
sur l’allergénicité de la globuline 7S de l’arachide, Ara h 1. L’étude de la modulation de 
l’allergénicité de la protéine suite au chauffage a été évaluée en parallèle et de façon 
complémentaire par des tests de capacité de liaison aux IgE et dans un modèle animal de 
déclenchement de la réaction allergique. Les résultats obtenus sont présentés dans la 
deuxième partie de ce manuscrit. 
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 Seconde partie : Effet de traitements thermiques sur l’allergenicité de la globuline 7S 
 de l’arachide (Ara h 1) 
I. INTRODUCTION 
Cette seconde partie de la thèse s’intéresse aux effets des traitements thermiques sur 
l’allergénicité de la globuline 7S de l’arachide (Ara h 1). Ce travail a été réalisé dans le cadre 
du programme EuroPrevall. Il s’agit d’un projet intégré interdisciplinaire, financé par l’Union 
Européenne (IP6 FOOD-CT-2005-514000), intitulé “The Prevalence, Cost, and Basis of Food 
Allergy across Europe”. Il implique plus de soixante partenaires provenant d’Europe et de 
quelques autres pays tels que le Ghana ou l’Inde.  Il a pour buts principaux :  
- d’établir la prévalence des allergies alimentaires chez les adultes et les enfants au niveau 
Européen, 
- d’identifier les allergènes alimentaires émergents, 
- d’étudier l’influence des facteurs génétiques et environnementaux sur la survenue des 
allergies alimentaires, 
- de produire une banque d’allergènes purifiés d’aliments ou recombinants permettant in 
fine le développement de nouveaux outils de diagnostic, 
- de fournir des informations sur l’effet de la matrice alimentaire et des procédés 
technologiques sur la modulation des propriétés allergéniques des aliments, 
- d’évaluer l’impact socio-économique et le coût des allergies alimentaires et de leurs 
traitements. 
Le laboratoire est notamment impliqué dans une série de travaux de recherche, le 
WP3.3.3 intitulé « Assessing the influence of food matrix, food processing and digestion on 
allergenicity ». Les objectifs de ces travaux sont : (i) de développer des stratégies pour évaluer 
l’allergénicité des aliments. Basées sur une meilleure compréhension de la relation entre la 
structure et l’activité d’un allergène, elles reposent en particulier sur l’approche intégrative 
développée au cours d’un programme Européen précédent (Allergest); (ii) d’évaluer l’effet de 
la composition de la matrice alimentaire, des procédés technologiques et de la digestion sur 
l’allergénicité des allergènes alimentaires. Cette évaluation de l’allergénicité repose à la fois 
sur l’étude du potentiel de sensibilisation des protéines, et de leur potentiel à déclencher une 
réaction allergique chez des individus sensibilisés. 
Le but initial du programme était de comparer l’allergénicité de protéines appartenant 
à la famille des globulines 7S que l’on retrouve dans plusieurs aliments, notamment 
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l’arachide, la noisette, le soja et le pois. Les modèles d’étude se proposaient d’analyser les 
raisons pour lesquelles les protéines d’une même famille sont des allergènes majeurs dans 
certains aliments et pas dans d’autres. A cette fin, des études du potentiel de sensibilisation 
des protéines modèles ont été réalisées par un autre partenaire du programme dans un modèle 
animal de rat Brown Norway, travaux que nous n’aborderons pas dans cette thèse. Les 
travaux devant être réalisées par le laboratoire et dont j’avais la charge avaient pour but 
d’étudier l’effet des différents procédés (chauffage, digestion, inclusion dans une matrice 
alimentaire) sur la capacité de liaison des allergènes aux IgE, et sur leur potentiel de 
déclenchement à la fois in vitro, en utilisant le modèle cellulaire de dégranulation développé 
durant ma thèse, et in vivo, en utilisant un modèle de déclenchement de la réaction allergique 
chez la souris.  
Les résultats présentés portent dans un premier temps sur l’étude de la sensibilisation 
aux allergènes de l’arachide, de la noisette et du soja. Sa réalisation a nécessité une population 
de sérums humains collectés dans le cadre d’EuroPrevall, complétée par des sérums de la 
sérothèque du laboratoire constituée en collaboration avec le Dr E. Paty et des sérums d’un 
programme Européen précédent (Allergest). Ces travaux ont démontré la faible voire la non 
sensibilisation des sérums de patients allergiques aux globulines 7S de noisette ou de soja. Le 
modèle d’étude initial a donc par la suite été remplacé par un autre : l’étude de l’effet de 
procédés technologiques sur la capacité de liaison aux IgE et le pouvoir déclenchant de deux 
familles de protéines de l’arachide, la globuline 7S (Ara h 1) et les albumines 2S (Ara h 2 et 
Ara h 6). 
Ainsi, dans un second temps, et du fait du matériel fourni par nos partenaires 
européens, l’effet des traitements thermiques sur l’allergénicité a été évalué uniquement sur la 
protéine Ara h 1. La globuline 7S de l’arachide a été purifiée par l’IFR (Institute of Food 
Research, Norwich) à partir d’arachide crue, puis chauffée en solution en présence ou non de 
glucose. La réactivité de l’Ara h 1 purifiée au laboratoire à partir d’arachide grillée a 
également été étudiée en parallèle.  
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II. MATERIELS ET METHODES 
II.1. PURIFICATIONS ET MODIFICATIONS DES ALLERGENES 
Les préparations d’allergènes ont été effectuées par d’autres partenaires du programme 
Européen, notamment Neil Rigby de l’IFR. La globuline 7S de l’arachide (Ara h 1) a été 
purifiée à partir d’arachide crue. La protéine Ara h 1 native (Ara h 1 - N) a ensuite été 
chauffée en solution seule (Ara h 1 chauffée, Ara h 1 - C) ou en présence de glucose 
(Ara h 1 - CG). La protéine diluée à 4 mg/mL en tampon phosphate 32,5 mM contenant 100 
mM de NaCl, avec ou sans glucose à 18 mg/mL, a été soumise au traitement thermique 
suivant : augmentation de la température de 23°C à 100°C en une minute, maintien à 100°C 
pendant 16 min, puis refroidissement avec un gradient de -10°C par minute jusqu’à la 
température finale de 25°C. Les échantillons ont ensuite été congelés à -20°C. A titre de 
comparaison avec ces différentes préparations de Ara h 1, la protéine Ara h 1 issue d’arachide 
grillée commerciale a été purifiée au laboratoire selon le protocole décrit précédemment 
(première partie, paragraphe II.1.2). 
Afin d’étudier les profils de sensibilisation à la noisette, les allergènes naturels de la 
noisette Cor a 11 (globuline 7S) et Cor a 9 (globuline 11S) ont été purifiés à partir de noisette 
crue par l’IFR. Les allergènes recombinants Cor a 1.04 (homologue de Bet v 1) et Cor a 8 
(nsLTP) ont été fournis par la banque d’allergènes d’EuroPrevall gérée par le Dr Karin 
Hoffman-Sommergruber (Medical University of Vienna, Autriche). L’IFR a également 
purifié les globulines 7S du soja (β-conglycinine). 
II.2. DONNEES CLINIQUES DES PATIENTS ALLERGIQUES 
RECRUTES ET CARACTERISATIONS IMMUNOLOGIQUES DE 
LEURS SERUMS  
Des sérums de patients allergiques à l’arachide, à la noisette, au pois et/ou au soja ont 
été fournis par des partenaires cliniciens impliqués dans le programme EuroPrevall. Au total, 
58 sérums ont été collectés, puis envoyés au laboratoire. Ces sérums sont codifiés selon une 
nomenclature consistant en un numéro, traduisant l’ordre d’arrivée des sérums, suivi d’une 
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lettre pour désigner la source allergénique à laquelle le patient était sensibilisé (A pour 
arachide, N pour noisette, P pour pois et S pour soja).  
Trente-cinq sérums de patients allergiques à l’arachide, associée ou non à une allergie 
à la noisette, ont été fournis par Emilia Vassilopoulou (P&A Kyriakou Children’s Hospital 
Department of Pediatrics, Athènes, Grèce). Les caractéristiques cliniques des patients 
donneurs sont répertoriées dans le tableau 18. 
Tableau 18: Caractéristiques cliniques des patients allergiques à l’arachide et +/- à la 
noisette recrutés en Grèce dans le cadre du programme EuroPrevall  
codification 
du sérum Symptomatologie 
10A SPT + 
11A SPT + 
12A SPT + 
13A/N réaction systémique à l'arachide et SPT + à la noisette 
14A/N SPT + à l'arachide et à la noisette 
15A/N SPT + à l'arachide et OAS à la noisette 
16A/N SPT + à l'arachide et à la noisette 
17A/N OAS à l'arachide et à la noisette 
18A/N SPT + à l'arachide et OAS à la noisette 
19A/N SPT + à l'arachide et à la noisette 
20A/N SPT + à l'arachide et histoire + à la noisette 
21A/N SPT + à l'arachide et histoire + à la noisette 
22A/N histoire + 
23A/N SPT + à l'arachide et histoire + à la noisette 
28A à 49A 
(n=21) Non précisée 
A : arachide, N : noisette, SPT : skin prick test, OAS : syndrome oral d’allergie. 
 
D’autres sérums de patients allergiques à l’arachide ont été fournis par différents 
partenaires du programme EuroPrevall : 2 sérums par le Dr Barbara Ballmer-Weber 
(University Hospital Zurich, Suisse), 1 sérum par le Dr Laurian Zuidmeer (Department of 
Experimental Immunology, Academic Medical Center, Amsterdam, Pays-Bas) et 6 sérums 
par Yvonne Vissers (Agrotechnology and Food Innovations, Wageningen, Pays-Bas). Les 
caractéristiques immunologiques des sérums correspondants et les symptomatologies des 
patients donneurs sont répertoriés dans le tableau 19. 
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Tableau 19 : Caractéristiques immunologiques des sérums de patients allergiques à 
l’arachide collectés en Suisse et aux Pays-Bas dans le cadre d’EuroPrevall, et données 
cliniques  
Codification 
du sérum Clinicien Genre Symptomatologie RAST IgE totales / arachide 
1A  An ou DBPCFC +  
2A 
Dr B. Ballmer-
Weber  An ou DBPCFC +  
52A Dr L. Zuidmeer    
53A f  IgE totales : 39,3 kU/L  arachide : 13,95 kU/L (classe 3) 
54A f  IgE totales : 648,5 kU/L  arachide : > 100 kU/L (classe 6) 
55A f  IgE totales : 973,1 kU/L  arachide : > 100 kU/L (classe 6) 
56A m  IgE totales > 377,5 kU/L arachide : > 100 kU/L (classe 6) 
57A f  IgE totales > 3000 kU/L arachide : > 100 kU/L (classe 6) 
58A 
Y. Vissers 
f  IgE totales > 3000 kU/L arachide : > 100 kU/L (classe 6) 
A : arachide, An : anaphylaxie, DBPCFC : double bind, placebo-controlled food challenge, 
RAST : radio allergosorbent test. 
 
Des sérums de patients allergiques à la noisette ont également été fournis par le Dr 
Frédéric de Blay (Hôpitaux Universitaires de Strasbourg, France), le Dr Montserrat 
Fernández-Rivas (Hospital Clinico San Carlos, Madrid, Espagne) et le Dr Barbara Ballmer-
Weber (University Hospital Zurich, Suisse). Les codes et caractéristiques immunologiques 
des sérums, ainsi que la symptomatologie des patients donneurs, sont répertoriés dans le 
tableau 20. 
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Tableau 20 : Caractéristiques immunologiques des sérums de patients allergiques à la 
noisette collectés dans le cadre du programme EuroPrevall provenant de France, 
Espagne et Suisse, et données cliniques. 
Codification du 
sérum Clinicien Genre Symptomatologie 
RAST IgE spécifiques à la 
noisette 
5N F R, C, As  
6N M R, C, As  
7N F R, C  
8N M R, C  
9N 
Dr F. de Blay 
F R, C, As  
25N F U, UC, SPT +  5,06 kU/L  
26N M OAS, SPT +  2,34 kU/L  
27N 
Dr  M. Fernández 
Rivas 
F AO, SPT +  7,31 kU/L  
50N    
51N 
Dr B. Ballmer-
Weber    
N : noisette, SPT : skin prick test, R : Rhinite, C : Conjonctivite, As : Asthme, 
OAS : syndrome oral d’allergie, U : urticaire, UC : urticaire de contact, AO : angio-œdème. 
 
Des sérums de patients allergiques au soja ou au pois ont également été fournis par le 
Dr Barbara Ballmer-Weber (University Hospital Zurich, Suisse) et Emilia Vassilopoulou 
(P&A Kyriakou Children’s Hospital Department of Pediatrics, Athènes, Grèce) (tableau 21). 
Tableau 21 : Caractéristiques cliniques des patients allergiques au soja ou au pois 
recrutés dans le cadre du programme Europrevall. 
Codification 
du sérum Clinicien  Symptomatologie 
3S An ou DBPCFC + 
4S 
Dr B. Ballmer-Weber 
An ou DBPCFC + 
24P E. Vassilopoulou SPT + 
P : pois, S : soja, An : anaphylaxie, SPT : skin prick test, 
DBPCFC : double bind, placebo-controlled food challenge. 
 
Une série de 12 sérums, collectés lors du programme Allergest et dont il restait des 
volumes importants au laboratoire, ont également été inclus à cette étude, avec l’accord du 
clinicien qui les avait fournis et qui est également impliqué dans Europrevall (Dr. Zsolt 
Szepfalusi, Department of Pediatrics and Juvenile Medicine, Medical University, Vienne, 
Autriche) (tableau 22). 
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Symptômes après exposition à 
l'arachide 
1682 m S  AO, An 
1691 m S 5 D, OB, GI 
2205 m S 5 GI, OO, OB 
2206 m P/P 5 GI, OO, An 
2207 m S 4   
2208 m P/P 3 GI, OO 
2209 f P/P 6 OB, An 
2303 f P/P 3 Ecz, GI, OO 
2304 m P/P 6 GI, OB 
2305 f P/P   OB, OO, Ecz, GI 
2306 m P/P 5 An, OB, OO, Ecz, GI 
2308 f P/P 4 OO, GI 
 AO : angio-œdème,  An : anaphylaxie, D : dyspnée, OB : obstruction bronchique, 
GI : symptômes gastro-intestinaux, OO : œdème oral, Ecz : eczéma. 
 
Afin de compléter notre étude, 9 sérums de patients allergiques à l’arachide provenant 
du Dr E. Paty (Service de Pédiatrie Allergologie Pneumologie, Hôpital Necker, Paris) ont été 
inclus (tableau 23), ainsi que le pool de 76 sérums de patients allergiques à l’arachide décrit 
dans la première partie de cette thèse (paragraphe II.2.1). Les résultats obtenus avec ces 
sérums ne sont pas inclus dans les différents rapports de programme Europrevall étant donné 
qu’ils proviennent de cliniciens non impliqués dans celui-ci. 
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Tableau 23 : Caractéristiques cliniques des patients de la sérothèque constituée en 
collaboration avec le Dr E. Paty. 
N° du 
sérum Genre Age (ans) Symptomatologie Remarques  
181 f 5   DA, TC+, TPO+12gr 
407 f 5,5 LM TPO + à 800 mg 
415 m 5    
437 m 15,5 S TPO + à 400 mg 
448 f 5,5 S crise d'asthme, TPO + à 400 mg 
449 m 4   DA, TC+, TPO + à 800 mg 
488 f 12 LM Urticaire ou vomissements, TPO + à 200 mg 
497 f 5 S   
505 m 10   DA, TC+, TPO + à 100mg 
LM : légère à modérée, S : sévère, DA : dermatite atopique, 
TC : test cutané, TPO : test de provocation orale. 
II.3. ETUDE DE LA CAPACITE DE LIAISON DES ALLERGENES 
NATURELS/MODIFIES AUX IGE DE PATIENTS ALLERGIQUES 
La détection des IgE totales et spécifiques contenues dans les sérums a été réalisée par 
méthodes immuno-analytiques classiques (EAST) ou selon le format de capture des IgE 
précédemment décrits (paragraphe II.3.4.2).  
II.3.1. Dosage des IgE spécifiques humaines 
II.3.1.1. Dosage des IgE spécifiques par EAST 
Les IgE spécifiques des différentes préparations de Ara h 1 (- N, - C, - CG et grillée), 
des différents allergènes de noisette (rCor a 1.04, rCor a 8, Cor a 9 et Cor a 11) et de la 
globuline 7S du soja ont ainsi été quantifiées sur des plaques revêtues par ces différents 
allergènes. Les IgE spécifiques de la fraction protéique de l’arachide (EPBA) et de différents 
allergènes purifiés (Ara h 2 et Ara h 6) ont également été quantifiées dans certains des sérums 
collectés. 
Seconde partie : Effet de traitements thermiques sur l’allergenicité de la globuline 7S 
de l’arachide (Ara h 1) 
 
 189
II.3.1.2. Détection des IgE spécifiques par capture des IgE 
La détection des IgE spécifiques des allergènes a été réalisée par capture des IgE. 
Dans ce format, les IgE sériques sont capturées sur une plaque revêtue par un anticorps anti-
IgE humaines, puis les IgE spécifiques de Ara h 1 - N sont révélées à l’aide d’un traceur 
Ara h 1 - N - G4 préparé au laboratoire selon la méthode décrite précédemment (première 
partie, paragraphe II.3.3). Les IgE spécifiques de Ara h 1 grillée - G4 ont également été 
détectées selon le même protocole. Les IgE spécifiques de la fraction protéique de l’arachide 
(EPBA) et de différents allergènes purifiés (Ara h 2 et Ara h 6) ont également été détectés 
dans certains sérums selon ce format, en utilisant les traceurs enzymatiques correspondants. 
Ces dosages ont notamment été réalisés pour confirmer l’absence d’IgE spécifiques de 
l’arachide observés en EAST chez certains patients. 
II.3.2. Etude de la capacité de liaison des allergènes aux IgE de patients 
allergiques 
La capacité de liaison des allergènes aux IgE est mesurée grâce à un test d’inhibition 
de la liaison d’IgE spécifiques à l’allergène traceur (en capture d’IgE). Le principe de ce test 
reprend les conditions du test décrit précédemment pour la détermination des IgE spécifiques 
(II.3.1.2), avec l’introduction de compétiteurs lors du dépôt de l’allergène traceur. La 
composition des différents tampons est décrite dans la première partie, paragraphe II.3.1.2. 
Pratiquement, les sérums sont incubés pendant 18 h à 4°C à raison de 50 µL par puits 
dilués en tampon EIA sur des plaques revêtues par un anticorps anti-IgE humaines (clone 
LE27). La dilution optimale de chaque sérum est déterminée à l’aide des résultats obtenus lors 
du dosage des IgE spécifiques en capture d’IgE. Après lavage, la compétition est réalisée par 
ajout simultané du compétiteur (25 µL/puits) et de l’allergène couplé à la G4 (25 µL par puits, 
à 2 UE/mL final). Les compétiteurs sont des solutions contenant des concentrations 
croissantes connues des différentes préparations de Ara h 1 (- N, - C, - CG ou grillée). Deux 
formats de test de compétition sont effectués et s’intéressent à la spécificité des IgE à 
l’arachide crue ou à l’arachide grillée. Deux traceurs sont donc utilisés : Ara h 1 - N - G4 ou 
Ara h 1 issue d’arachide grillée et couplée à la G4 (Ara h 1 grillée - G4). Après 4 h 
d’incubation à 20°C sous agitation, la plaque est lavée puis la liaison IgE-allergène traceur est 
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révélée en ajoutant 200 µL de réactif d’Ellman par puits. La mesure de l’absorbance à 414 nm 
est réalisée à différents temps. Après soustraction de la valeur témoin obtenue en l’absence de 
sérum, les résultats sont exprimés en pourcentage de liaison « B/B0 », où B0 et B représentent 
respectivement le signal de liaison du traceur aux IgE en l’absence (signal maximal) ou en 
présence de compétiteur. Les concentrations nécessaires pour inhiber 50% de la liaison des 
IgE au traceur (IC50) sont alors déterminées. 
II.4. ETUDE IN VITRO DU POTENTIEL DE DECLENCHEMENT DES 
ALLERGENES NATURELS OU MODIFIES A L’AIDE DES IgE 
HUMAINES 
Ces études ont été réalisées à l’aide des cellules RBL SX-38 selon les conditions 
optimales précédemment décrites (voir bilan tableau 10). 
II.5. ETUDE IN VIVO ET IN VITRO DU POTENTIEL DE 
DECLENCHEMENT DES ALLERGENES NATURELS/MODIFIES 
CHEZ LA SOURIS BALB/C 
Le principe de cette expérience consiste à immuniser des souris avec la protéine 
sensibilisante puis à déclencher la réaction allergique avec cette même protéine ou avec les 
protéines modifiées. L’efficacité de la sensibilisation est contrôlée par le dosage des IgE, 
IgG1 et IgG2a spécifiques de la protéine sensibilisante, ainsi que par le dosage des cytokines 
sécrétées après réactivation spécifique des splénocytes. L’intensité des réponses allergiques 
induites par les tests de provocation est alors comparée selon les protéines déclenchantes, afin 
de révéler l’effet de la modification de la protéine d’intérêt sur son potentiel de 
déclenchement. Les marqueurs de la réaction allergique immédiate, leucotriènes et 
prostaglandines, sont dosés dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) collectés 10 min 
après un test de provocation intra-trachéal (i.t.). Les marqueurs tardifs de la réaction 
allergique, cytokines Th2 et influx de neutrophiles/éosinophiles, sont mesurés dans les LBA 
collectés 24 h après un test de provocation intra-nasal (i.n.) (Adel-Patient et coll., 2003 [261]). 
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L’expérience réalisée a ainsi consisté à sensibiliser les souris avec Ara h 1 - N puis à 
réaliser des tests de provocation avec Ara h 1 - N, - C et - CG selon le protocole schématisé 
figure 40.  
 
 
Figure 40 : Principe de l’étude du déclenchement de la réaction allergique chez la souris 
BALB/c. 
 
En parallèle, nous avons analysé la capacité de liaison à Ara h 1 - N, - C et - CG des 
IgE de souris induites chez la souris sensibilisée expérimentalement, afin de comparer cette 
réactivité à celle observée avec les IgE issues de sérums de patients allergiques. Nous avons 
également réalisé des tests de déclenchement in vitro sur cellules RBL 2H3, correspondant à 
des mastocytes de rat immortalisés. Les IgE de souris peuvent en effet se lier aux récepteurs 
des IgE de rats, permettant la sensibilisation de ces cellules par les saignées des souris 
sensibilisées expérimentalement. Les intensités de dégranulation obtenues par Ara h 1 - N, - C 
et - CG seront ainsi comparées à celles obtenues sur les cellules RBL SX-38 sensibilisées par 
les IgE de patients allergiques, ainsi qu’aux intensités de la réaction allergique observée in 
vivo chez la souris. En cas de résultats convergents et conformément aux exigences d’ordre 
éthique, un tel test pourrait remplacer les expériences réalisées in vivo chez la souris, limitant 
ainsi le nombre d’animaux en expérimentation. 
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Les souris BALB/cJ femelles, exemptes de pathogènes et opportunistes spécifiques et 
âgées de 3 à 4 semaines, proviennent du centre d’élevage René Janvier (CERJ). Elles sont 
maintenues en cages à couvercle filtrant et reçoivent une alimentation irradiée dépourvue de 
protéines d’arachide. Tous les animaux sont acclimatés au minimum 2 semaines sur le lieu 
d’expérimentation (animalerie conventionnelle du Commissariat à l’Energie Atomique de 
Saclay) avant toute manipulation. Les expérimentations sont conformes aux normes d’éthique 
de la Communauté Européenne et sont réalisées sous la responsabilité d’une personne 
habilitée (autorisation 91-122 des services vétérinaires français). 
II.5.2. Sensibilisation expérimentale 
Deux cents microlitres d’un mélange contenant la protéine sensibilisante et un 
adjuvant Th2 sont injectés par souris, par voie intra-péritonéale (i.p.), à l’aide de seringues de 
1 mL et d’aiguilles de 0,5x16 mm. Une injection de rappel est réalisée de la même façon 2 
semaines après la sensibilisation. 
Les souris ont été immunisées avec 20 µg de protéines soit émulsionnées avec 
l’adjuvant incomplet de Freund (AIF) (Difco, Detroit, Michigan, USA), soit adsorbées sur 
l’alum (hydroxyde d’aluminium, Alhydrogel, Superfos Biosector als, Danemark). 
II.5.2.1. Immunisation en AIF 
Un lot de 60 souris a été immunisé par 20 µg de Ara h 1 - N émulsionné avec l’AIF. 
La solution de Ara h 1 - N diluée en PBS (200 µg/mL) est mélangée volume à volume avec la 
solution d’AIF, puis le mélange est fortement agité jusqu’à l’obtention d’une émulsion. 
II.5.2.2. Immunisation en alum 
Un lot de 67 souris a été immunisé avec l’Ara h 1 - N adsorbé sur l’alum. Le gel 
d’alum est lavé 2 fois par reprise en PBS et centrifugation (100 g, 4°C) successives. La 
solution d’Ara h 1 - N diluée en PBS (200 µg/mL) et le gel d’alum lavé sont mélangés volume 
à volume. Ce mélange subit une agitation rotationnelle pendant 18 h à 4°C afin de réaliser 
l’adsorption passive de l’allergène sur le gel d’alum. 
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A la suite de ces injections de sensibilisation, les animaux sont répartis de façon 
aléatoire dans différentes cages, afin de constituer les différents lots de provocation. En 
parallèle, 10 à 12 souris par expérience ne sont pas immunisées (contrôle souris naïves). Les 
sérums de ces souris permettront d’évaluer les signaux non spécifiques générés lors des 
dosages des IgE, IgG1 et IgG2a spécifiques de Ara h 1 naturelle ou modifiée. 
II.5.3. Confirmation de la sensibilisation  
Cinq jours après le rappel d’immunisation (J19), environ 200 µL de sang sont prélevés 
par souris par ponction dans la veine rétro-orbitale à l’aide de pipette Pasteur préalablement 
revêtue de tampon EDTA 100 mM. Après centrifugation (10 minutes, 5000 g, 4°C), le sérum 
est délicatement prélevé avant addition de 5 µL d’azoture de sodium à 10%. Les échantillons 
sont ensuite conservés à -20°C. 
Juste après le prélèvement des LBA faisant suite à la provocation i.t., les souris sont 
sacrifiées par dislocation des vertèbres et leurs rates sont prélevées. 
II.5.3.1. Dosage enzymo-immunologiques des IgE, IgG1 et IgG2a totales et 
spécifiques de Ara h 1 - N 
Les dosages des IgE totales et des IgE, IgG1 et IgG2a spécifiques de l’Ara h 1 - N 
sont réalisés suivant la méthode décrite par Adel-Patient et coll. [398]. Le principe est le 
même que pour les dosages des IgE dans les sérums humains. Cent microlitres de sérums de 
souris dilués sont incubés sur des plaques revêtues par un anticorps monoclonal de rat anti-
IgE de souris (clone R-3592, BD Biosciences, San Jose, CA, Etats-Unis) pour le dosage des 
IgE totales (dilution au 1/1000 en tampon EIA) ou par de l’Ara h 1 - N pour le dosage des 
IgE, IgG1 et IgG2a spécifiques (sérums respectivement dilués aux 1/100, 1/100000 et 1/1000 
en tampon EIA). Les concentrations en IgE totales sont déterminées par rapport une gamme 
étalon réalisée avec un standard IgE de souris dilué en tampon EIA (Southern Biotechnology 
Associates, Birmingham, AL, Etats-Unis) pour des concentrations allant de 10 à 0,005 ng/mL. 
Après incubation pendant 24 h à 4°C, les plaques sont lavées (cycle de 5 lavages) puis les 
anticoprs anti-IgE, anti-IgG1 ou anti-IgG2a de souris couplés à la G4 [398] sont ajoutés à 
raison de 100 µL par puits, à la concentration de 2 à 3 UE/mL. Après 3 h d’incubation à 20°C 
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sous agitation, les puits sont lavés (2 cycles de 5 lavages entrecoupés par une agitation 
pendant 5 min dans du tampon de lavage), puis 200 µL de réactif d’Ellman sont déposés dans 
chaque puits. Les mesures de l’absorbance sont effectuées à une longueur d’onde de 414 nm à 
différents temps. 
Les IgG spécifiques présentes dans les sérums de souris pouvant interférer dans le 
dosage des IgE spécifiques par EAST, les dosages des IgE spécifiques ont également été 
réalisés après déplétion des IgG suite à un passage sur protéine G, selon le même protocole 
que précédemment décrit (première partie, paragraphe II.4.3.2, [399]). Ces expériences ont été 
réalisées en constituant des pools de sérums en fonction des groupes de provocation. Ces 
dosages ont permis de s’assurer de l’homogénéité de la réponse IgE spécifiques de 
Ara h 1 - N entre les différents groupes de souris sensibilisées constitués pour les 
provocations par les différentes préparations de Ara h 1. 
II.5.3.2. Dosage des cytokines Th1/Th2 sécrétées par les splénocytes des souris 
immunisées 
II.5.3.2.a. Mise en culture et réactivation des splénocytes 
A J21, après le test de provocation par voie  i.t. puis le prélèvement des LBA (voir 
plus loin paragraphe II.5.6.1.a), les souris sont humainement sacrifiées. Leurs rates sont 
prélevées puis poolées par lot de provocation afin de confirmer la sensibilisation des souris et 
l’homogénéité des différents lots constitués. Des suspensions cellulaires sont alors réalisées 
en RPMI 1640 complété par du SVF (10%), 2 mM de L-glutamine, 100 U de pénicilline et 
100 µg/mL de streptomycine (milieu complet). Après une première centrifugation des 
splénocytes (400 g, 10 min, 4°C), les érythrocytes sont lysés par reprise et incubation du culot 
cellulaire en tampon de lyse (180 mM de NH4Cl et 17 mM de Na2EDTA ; 10 min à 20°C). 
Après deux lavages successifs, le culot cellulaire est finalement repris dans 20 mL de milieu 
complet, et les amas cellulaires sont séparés par lente décantation à température ambiante. 
Après prélèvement de la suspension cellulaire, une numération au bleu trypan est effectuée, 
permettant de vérifier que la viabilité cellulaire est supérieure à 95%. Les suspensions 
cellulaires sont alors ajustées à 5,5.106 cellules/mL, puis distribuées à raison de 180 µL/puits 
en plaque de culture 96 puits. Les activateurs dilués en PBS sont ensuite ajoutés en 
quadriplicat, à raison de 20 µL/puits : 
- PBS stérile (contrôle négatif) 
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- Ovalbumine (contrôle de la spécificité de l’activation), 25 µg/mL final 
- Concanavaline A (contrôle positif), 1 µg/mL final 
- Ara h 1 - N, - C ou - CG à 25, 5 ou 1 µg/mL final. 
Après 60 h d’incubation à 37°C, sous 5% de CO2 et 95% d’humidité, les plaques sont 
centrifugées (300 g, 10 min, 4°C) et les surnageants sont prélevés et aliquotés. Ils sont 
conservés à -80°C avant de doser leur contenu en cytokines de types Th1 et Th2. 
II.5.3.2.b. Dosage des cytokines Th1/Th2 
Le dosage des cytokines de types Th1 et Th2 est réalisé en duplicat par la technologie 
xMAP Luminex, sur appareillage BioPlex, en utilisant un kit de chez Biorad (Mouse Th1/Th2 
Panel (X 200 000 3J7 171-F11081) selon les instructions données par le fournisseur. Cette 
technologie permet le dosage simultané, dans le même puits et sur un faible volume 
d’échantillon, de plusieurs molécules. Les cytokines dosées ici sont l’IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, 
IL-12(p70), GM-CSF, IFN-γ et TNF-α. Les limites de détection obtenues sont équivalentes à 
celles obtenues en ELISA classique, et les CV entre duplicats sont inférieurs à 10%. 
II.5.4. Etude de la capacité de liaison des allergènes naturels/modifiés 
aux IgE de souris sensibilisées expérimentalement  
La capacité de liaison des allergènes naturels/modifiés a dans un premier temps été 
analysée par EAST, sur plaque revêtues par Ara h 1 - N, - C ou - CG, selon le même 
protocole que dans le paragraphe II.5.3.1.  
Dans un second temps, des tests d’inhibition en capture d’IgE ont été réalisés. Le 
principe de ce test reprend les conditions du test décrit précédemment pour l’analyse de la 
capacité de liaison des IgE humaines (paragraphe II.3.2). Il a été adapté à l’étude du modèle 
souris pour ses caractéristiques de sensibilité. Toutefois, il ne permet pas de quantifier en 
l’absence d’étalon interne. 
Les pools des sérums des souris sensibilisées sont déposés dans les puits d’une plaque 
revêtue par un anticorps anti-IgE de souris (clone LOME-3) dilués en tampon EIA. La 
dilution optimale des pools de sérums est déterminée à l’aide des résultats obtenus lors du 
dosage des IgE spécifiques de l’allergène. Après une incubation de 24 h à 4°C et lavage. La 
compétition est réalisée par ajout simultané du compétiteur (25 µL/puits) et de l’allergène 
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couplé à la G4 (25 µL par puits, à 2 UE/mL final). Les compétiteurs sont des solutions 
contenant des concentrations croissantes connues des différentes préparations de Ara h 1 (- N, 
- C, - CG ou grillée) et les allergènes traceurs correspondent à Ara h 1 - N - G4 ou Ara h 1 
grillée - G4. Après 4 h d’incubation à 20°C sous agitation, la plaque est lavée puis la liaison 
IgE-allergène traceur est révélée en ajoutant 200 µL de réactif d’Ellman par puits. La mesure 
de l’absorbance à 414 nm est réalisée à différents temps. Après soustraction de la valeur 
témoin obtenue en présence de sérum de souris naïves, les résultats sont exprimés en 
pourcentage de liaison « B/B0 », où B0 et B représentent respectivement le signal net de 
liaison du traceur aux IgE en l’absence (signal maximal) ou en présence de compétiteur. Les 
concentrations nécessaires pour inhiber 50% de la liaison des IgE au traceur (IC50) sont alors 
déterminées. 
II.5.5. Etude in vitro du potentiel de déclenchement des allergènes 
naturels ou modifiés à l’aide des IgE de souris sensibilisées 
expérimentalement 
Des dosages de β-hexosaminidase sur cellules RBL 2H3 (mastocytes de rat) activées 
ont été réalisés afin d’étudier le potentiel de dégranulation des différentes préparations de 
Ara h 1 in vitro, à l’aide des sérums de souris sensibilisées expérimentalement. Nous avons 
donc mis au point le test de dégranulation sur cellules RBL 2H3 (fournies par U. Blank ; 
Inserm, Unité E-0225, faculté de médecine Xavier-Bichat), de la même façon que pour la 
mise au point du modèle cellulaire avec les cellules RBL SX-38. La lignée cellulaire a été 
sous clonée afin de sélectionner un clone ayant une bonne capacité de dégranulation. Le test a 
été adapté au format 96 puits en calibrant le nombre de cellules à ensemencer par puits. La 
quantité d’IgE de souris à déposer par puits pour obtenir une sensibilisation optimale a été 
définie. Finalement, plusieurs anticorps anti-IgE murines ont été testés pour définir la 
dégranulation de référence. Nous ne détaillerons pas la mise au point de ce modèle cellulaire 
et seules les conditions expérimentales optimisées seront données. 
Le premier jour, des cellules RBL 2H3 pré-confluentes sont décollées comme décrit 
précédemment (première partie, paragraphe II.4.1.2). Les cellules sont ensemencées sur des 
plaques de culture 96 puits dans du milieu de culture complet à raison de 104 cellules/puits. 
Elles sont ensuite mises en culture pendant 24 h. Après un lavage en PBS, les cellules sont 
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incubées avec 100µL des pools de saignées de souris sensibilisées dilués à 25 ng/mL d’IgE 
totales en milieu de culture sans SVF. Après 24 h d’incubation avec les sérums de souris, les 
cellules sont lavées 3 fois avec du tampon NaPIPES (composition première partie, paragraphe 
II.4.3.3). Le dernier lavage est réalisé par une incubation sous agitation modérée (150 rpm) de 
15 min avec le tampon NaPIPES afin de bien laver les cellules. Les différents activateurs sont 
ensuite incubés en duplicat (50 µL/puits, dilués dans du tampon NaPIPES) à 37°C sous 
agitation (150 rpm) (incubateur INFORS, Bottmingen, Suisse). Ces activateurs correspondent 
à des gammes de concentrations en Ara h 1 - N, - C, - CG ou Ara h 1 grillée diluées de 100 
pg/mL à 100 µg/mL. 
Des contrôles sont réalisés systématiquement pour chaque sérum : 
- la dégranulation basale est mesurée en activant les cellules sensibilisées avec le tampon 
NaPIPES seul, 
- le contenu total en β-hexosaminidase est mesuré par lyse des cellules avec du Triton X-
100 (1% final), 
- la dégranulation de référence, IgE-dépendante, est mesurée en pontant les IgE avec un 
anticorps monoclonal anti-IgE de souris (clone R35-92) dilué à 100 ng/mL. 
L’intensité de la dégranulation est mesurée par le dosage dans le surnageant de la β-
hexosaminidase comme décrit précédemment (première partie, paragraphe II.4.3.4). 
Un témoin positif de dégranulation est réalisé à chaque expérience en sensibilisant les 
cellules avec le standard d’IgE de souris dilué à 25 ng/mL (le même que celui utilisé pour les 
dosages d’IgE totales dans les saignées (paragraphe II.5.3.1)) et en activant les cellules par 
l’anti-IgE de souris. 
II.5.6. Test de déclenchement in vivo chez la souris sensibilisée 
expérimentalement 
II.5.6.1. Mesure des paramètres de la réaction allergique immédiate 
Afin de mesurer les marqueurs précoces de la réaction allergique, les souris 
immunisées subissent un test de provocation sous anesthésie par voie i.t. par une solution de 
Ara h 1 - N, - C ou - CG ou par une solution saline (0,9 % de NaCl) en contrôle. Quatre lots 
de 8 souris immunisées par Ara h 1 - N en AIF et 4 lots de 8 souris immunisées par 
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Ara h 1 - N en alum ont ainsi été constitués, chacun recevant une des solutions de 
provocation. Un lot de 5 souris non immunisées et non provoquées sert également de contrôle 
négatif.  
Lors d’une expérience préliminaire, des souris non immunisées ont été provoquées par 
les différentes solutions de provocation afin de s’assurer de la spécificité du déclenchement de 
la réaction allergique (5 souris par lot). 
II.5.6.1.a. Test de provocation et prélèvement des LBA 
Au 22ème jour après la première immunisation, les souris sont profondément 
anesthésiées par injection de 200 µL d’un mélange de xylazine (Rompun® 2%, Bayer 
HealthCare, 2 mg/mL) et de kétamine (Imalgène® 1000, Merial, 15 mg/mL) par voie intra-
péritonéale. L’efficacité de l’anesthésie est contrôlée par le test de retrait de la patte. Après 
incision, la trachée de la souris est alors délicatement dégagée et la souris est placée en 
position verticale. Cinquante microlitres de la solution de déclenchement à 400 µg/mL (ce qui 
correspond à 20 µg de protéine par souris) sont injectés dans la trachée à l’aide d’une seringue 
Myjector U-100 Insulin, Terumo ; 0,33x12 mm). Après 10 min de réaction, le LBA est 
prélevé : la trachée est légèrement entaillée et une fine tubulure y est insérée. Deux lavages 
successifs des poumons sont alors réalisés par injection et récupérations lentes de 0,8 mL de 
PBS à 4°C. La souris est sacrifiée par dislocation des vertèbres dès la fin des prélèvements. Le 
LBA prélevé est rapidement filtré afin d’éliminer les cellules présentes (filtres de 0,45 µm), 
puis aliquoté en 2 tubes qui sont immédiatement congelés par immersion dans l’azote liquide 
avant d’être placés à -80°C jusqu’à la réalisation des dosages. Tous les LBA sont traités 
individuellement. 
II.5.6.1.b. Dosages des leucotriènes et des prostaglandines dans les LBA 
Les dosages des leucotriènes (LTB4, LTC4 et LTE4) et des prostanglandines (PGD2) 
sont effectués par des tests enzymo-immunologiques de type compétitif [400;401]. Les 
réactifs (antisérums et traceurs) utilisés dans ces dosages ont été gracieusement fournis par 
SPI-BIO/Bertin. 
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II.5.6.2. Mesure des paramètres de la réaction tardive 
Afin de mesurer les paramètres tardifs de la réaction allergique, les souris immunisées 
subissent un test de provocation par voie i.n. avec des solutions contenant Ara h 1 - N, - C, - 
CG ou par une solution saline (0,9 % de NaCl) en contrôle. Quatre lots de 7 souris 
immunisées par Ara h 1 - N en AIF et 4 lots de 9 souris immunisées par Ara h 1 - N en alum 
ont été constitués, chacun recevant une des solutions de provocation. Un lot de 5 souris non 
immunisées et non provoquées sert également de contrôle négatif.  
Lors d’une expérience préliminaire, des souris non immunisées ont été provoquées par 
les différentes solutions de provocation afin de s’assurer de la spécificité du déclenchement de 
la réaction allergique (5 souris par lot). 
 
II.5.6.2.a. Test de provocation et prélèvement des LBA 
Au 20ème jour après la première immunisation, les souris sont légèrement anesthésiées 
sous isoflurane (Baxter). Cinquante microlitres de la solution de déclenchement sont alors 
déposés goutte à goutte sur la narine de la souris qui l’inspire au fur et à mesure des dépots. 
Vingt quatre heures après, les souris sont anesthésiées par injection de 200 µL d’un mélange 
de xylazine (Rompun® 2%, Bayer HealthCare, 2 mg/mL) et de kétamine (Imalgène® 1000, 
Merial, 15 mg/mL) par voie i.p.. Le prélèvement des LBA est réalisé comme décrit 
précédemment (paragraphe II.5.6.1.a), excepté que le LBA prélevé n’est pas filtré. Les LBA 
collectés sont conservés dans la glace jusqu’au dernier prélèvement. Tous les LBA sont traités 
individuellement. 
II.5.6.2.b. Analyse de l’influx cellulaire dans les LBA 
Une fois le prélèvement des LBA effectué, 250µL de chaque LBA sont dilués au 1/4 
en solution saline. Cent microlitres de cette solution sont prélevés pour réaliser une 
numération des cellules totales sur hémacytomètre (cellule de Malassez). La viabilité 
cellulaire est évaluée par coloration au bleu trypan (colorant d’exclusion, Sigma). Le reste de 
la solution est utilisé pour réaliser le comptage différentiel des cellules. Les cellules sont 
centrifugées sur lame (cytospin 10 min, 2000 g), fixées puis colorées (DiffQuick, 
LaboModerne, France). Les lames sont ensuite analysées au microscope à immersion. Les 
neutrophiles, éosinophiles, lymphocytes et macrophages sont identifiés individuellement sur 
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critère morphologique. Au total, pour chaque LBA (et donc chaque souris), 200 à 400 cellules 
sont analysées et comptées. 
II.5.6.2.c. Dosage des cytokines Th1/Th2 dans les LBA 
Le dosage des cytokines de types Th1 et Th2 est réalisé au BioPlex en utilisant un kit 
de chez Biorad (Mouse Th1/Th2 Panel (X 200 000 3J7 171-F11081)) selon les instructions 
données par le fournisseur et comme précédemment décrit (paragraphe II.5.3.2.b). 
 
II.5.7. Analyses statistiques  
Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel GraphPad. Les 
groupes ont été comparés en utilisant une analyse de variance suivie d’un test de Tukey. Des 
tests t ont également été réalisés pour mettre en valeur des différences entre certains groupes. 
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III. RESULTATS ET DISCUSSION 
III.1. ANALYSE DES PROFILS DE SENSIBILISATION AUX 
ALBUMINES 7S DE L’ARACHIDE, DE LA NOISETTE, DU SOJA 
ET DU POIS CHEZ LES PATIENTS ALLERGIQUES 
La sensibilisation aux albumines 7S des sérums de patients allergiques à l’arachide, à 
la noisette, au soja et au pois a été mesurée par tests d’EAST, puis confirmée pour l’arachide 
par capture des IgE. 
III.1.1. Dosages des IgE spécifiques de la globuline 7S du pois et du soja 
dans les sérums de patients allergiques  
Pour les sérums 3S et 4S de patients allergiques au soja, les concentrations en IgE 
totales sont de 2470 et 96 UI/mL respectivement. Seul le sérum 3S a montré de faibles 
concentrations d’IgE spécifiques de la globuline 7S du soja (2,3 UI/mL). 
Un seul sérum de patient allergique au pois a pu être collecté. La sensibilisation de ce 
sérum à l’albumine 7S n’a pas été testée. 
III.1.2. Profils de sensibilisation aux allergènes de noisette selon l’origine 
géographique des patients 
Les IgE totales et spécifiques des allergènes de la noisette Cor a 11, Cor a 9, rCor a 
1.04 et rCor a 8 ont été dosées dans les 21 sérums de patients allergiques à la noisette 
collectés. Les résultats sont donnés dans le tableau 24, les sérums étant classés en fonction de 
l’origine géographique des patients. Les concentrations en IgE totales dans ces sérums 
montrent une grande variabilité, de moins de 15 UI/mL à plus de 4500 UI/mL. Six des 7 
patients provenant de Suisse et de l’Est de la France, 9 des 11 patients provenant de Grèce et 
les 3 patients provenant d’Espagne sont sensibilisés à au moins un des 4 allergènes testés. Si 
l’on regarde le profil de sensibilisation selon l’origine géographique des patients, on note que 
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les 6 sérums de patients sensibilisés provenant d’Allemagne et de l’Est de la France 
présentent uniquement des IgE spécifiques de Cor a 1.04. Deux sérums sur les 3 provenant 
d’Espagne ont des IgE spécifiques de Cor a 1.04. A l’inverse, aucun des sérums de patients 
sensibilisés provenant de Grèce ne présente des IgE spécifiques de Cor a 1.04. Par contre, 8 
de ces 9 patients ont des IgE spécifiques de Cor a 8, ainsi que 2 sérums sur les 3 provenant 
d’Espagne. Sur l’ensemble de notre population, peu de patients sensibilisés à la noisette 
possèdent des IgE spécifiques de Cor a 11 ou de Cor a 9. Ils proviennent uniquement de 
Grèce (5/9 et 3/9 respectivement) et d’Espagne (1/3 dans chaque cas). Aucune réponse IgE 
spécifique de Cor a 11 ou Cor a 9 n’a été détectée chez les patients suisses ou français. 
Tableau 24 : Dosage des IgE totales et spécifiques de Cor a 11, Cor a 9, rCor a 1.04 et 
rCor a 8 dans les sérums de patients allergiques à la noisette 






Cor a 11 
(globuline 7S) 
Cor a 9 
(globuline 11S)
rCor a 1.04 
(homologue 
de Bet v 1) 
rCor a 8 
(nsLTP) 
50N 275 - - 31 - 
51N 
Suisse 
4350 - - 110 - 
5N 19 - - 2,5 - 
6N 183 - - 85 - 
7N 52 - - 11 - 
8N < 15 - - - - 
9N 
Est de la 
France 
757 - - 135 - 
13A/N 176 - - - 10 
14A/N 891 1,5 - - 9,3 
15A/N < 15 - - - 2,4 
16A/N 189 1,9 - - - 
17A/N 898 - - - 8,2 
18A/N 118 - - - - 
19A/N 861 0,9 - - 135 
20A/N 500 3,2 4,7 - 9,5 
21A/N 1027 85 72 - 2,2 
22A/N 1591 - 4,8 - 67 
23A/N 
Grèce 
29 - - - - 
25N 779 - - 2,1 14 
26N 72 - 0,8 - - 
27N 
Espagne 
4537 4,6 - 4,5 11 
- : inférieur à la limite de détection (0,1 UI/mL). 
 
Ces résultats confirment la sensibilisation majeure à la LTP (Cor a 8) dans les 
populations méditerranéennes tandis que les populations du nord de l’Europe sont plutôt 
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sensibilisées à l’homologue de Bet v 1, Cor a 1.04. En effet, Hansen et coll. ont montré que 
94% des patients d’Europe du Nord allergiques à la noisette sont sensibilisés rCor a 1.04 
[225]. De même, Lauer et coll. avaient montré dans une population suisse et allemande de 
patients allergiques à la noisette que 98% étaient sensibilisés à rCor a 1.04 [222]. Les patients 
de ces études qui n’ont pas, par ailleurs, d’IgE spécifiques de Cor a 8, développent 
fréquemment des symptômes allergiques localisés à la cavité buccales, associée à une 
pollinose au bouleau. Chez les patients du bassin méditerranéen, le profil de sensibilisation et 
les manifestations allergiques sont différentes. Nous avons pu voir que Cor a 8 était 
l’allergène majoritaire, confirmant en cela les travaux précédemment décrits [219;220;226]. 
La pollinose associée au bouleau est rare dans ces populations, et les symptômes engendrés 
correspondent à une allergie alimentaire vraie. Les profils de sensibilisation aux allergènes de 
noisette varient donc géographiquement et en fonction de l’existence d’une sensibilisation 
associée au pollen de bouleau. 
Les résultats obtenus sur notre population démontrent par ailleurs que la globuline 7S 
(Cor a 11) et la globuline 11S (Cor a 9) de la noisette se révèlent être des allergènes mineurs. 
Beyer et coll. ont pourtant identifié la globuline 7S de la noisette comme étant un allergène 
reconnu par 86% des 14 sérums de patients américains ayant des réactions systémiques 
sévères [221]. Ces observations apparaissent en contradiction avec d’autres études 
européennes. De même, la globuline 7S a également été identifiée comme étant un allergène 
mineur [222]. Tous ces résultats sont surprenants car ces protéines appartiennent à des 
familles de protéines qui, dans d’autres aliments, contiennent des allergènes majeurs tels que 
Ara h 1 (globulines 7S) et Ara h 3 (globuline 11S) de l’arachide. 
III.1.3. Sensibilisation des patients allergiques à l’arachide 
Les IgE totales et spécifiques de l’EPBA ont été dosées dans les 45 sérums de patients 
allergiques à l’arachide collectés dans le cadre du programme EuroPrevall (tableau 25) et dans 
le pool de 76 sérums de patients allergiques à l’arachide. La grande majorité de ces sérums 
proviennent de Grèce (36/45). Le dosage des IgE totales dans ces sérums révèle une grande 
hétérogénéité de la réponse (de moins de 15 à plus de 15 000 UI/mL). Le dosage des IgE 
spécifiques démontre que sur ces 45 sérums, seulement 14 ont des IgE spécifiques de l’EPBA. 
Comme attendu, des IgE spécifiques de l’EPBA sont présentes dans le pool de 76 sérums de 
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patients allergiques à l’arachide servant de témoin positif, et ne sont pas détectées dans le 
témoin négatif (sérum d’un individu non allergique). Excepté pour un sérum qui provient de 
Suisse (1A), tous les sérums négatifs en EAST proviennent de Grèce. Les 31 sérums ne 
présentant pas d’IgE spécifiques de l’arachide détectées par EAST ont alors été analysés en 
capture d’IgE (IgE spécifiques de l’EPBA, Ara h 1, Ara h 2 et Ara h 6). Trois sérums ont 
montré des réponses très faibles en IgE spécifiques, les autres demeurant négatifs dans ce 
format de dosage pour toutes les protéines ou extraits protéiques d’arachide testés (non 
montré). L’existence d’une spécificité particulière, non recherchée avec les méthodes et 
marqueurs allergéniques utilisés, pourrait être une hypothèse. Une sensibilisation propre aux 
patients allergiques grecs, et différente des autres populations, par exemple à la LTP (Ara h 9) 
comme observée dans le cadre de l’allergie à la noisette, pourrait ainsi être à l’origine de ces 
différences. Une autre hypothèse serait que ces patients n’aient pas une allergie IgE-médiée. 
Parmi les sérums ayant des IgE spécifiques de l’EPBA en EAST, 6 proviennent de 
Grèce (21A/N, 22A/N, 39A, 41A, 44A et 49A), un de Suisse (2A) et 7 des Pays-Bas (52A à 
58A). Ces sérums ont des taux d’IgE spécifiques de l’EPBA compris entre 0,4 et 400 UI/mL. 
Les valeurs d’IgE spécifiques obtenues pour les sérums provenant des Pays-Bas sont proches 
des valeurs obtenues indépendamment en RAST par les cliniciens (tableau 19), confortant la 
fiabilité de nos dosages. 
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Tableau 25 : Dosage des IgE totales et spécifiques de l’EPBA dans les sérums des 

























1A 920 -  28A 445 - 44A 140 1,2 
2A 895 50  29A 160 - 45A 810 - 
10A 78 -  30A 2675 - 46A 1370 - 
11A 70 -  31A 280 - 47A 190 - 
12A < 15 -  32A 330 - 48A 820 - 
13A/N 175 -  33A 745 - 49A 885 1,8 
14A/N 890 -  34A 19 - 52A 4370 185 
15A/N < 15 -  35A 220 - 53A 34 15 
16A/N 190 -  36A 27 - 54A 845 110 
17A/N 900 -  37A 69 - 55A 1325 400 
18A/N 120 -  38A 110 - 56A 355 95 
19A/N 860 -  39A 53 0,4 57A 15700 46 
20A/N 500 -  40A 90 - 58A 1130 195 
21A/N 1030 9,3  41A 135 0,5 pool 960 160 
22A/N 1590 3,5  42A 40 - T- 19 - 
23A/N 29 -  43A 300 -    
- : inférieur à la limite de détection (0,1 UI/mL). 
III.1.4. Conclusions et nouveaux objectifs 
La faible sensibilisation à la globuline 7S de la noisette, et l’absence de sérums de 
patients allergiques au pois et au soja, nous ont conduits à redéfinir nos modèles d’étude pour 
l’évaluation de l’effet de différents procédés/traitements sur l’allergénicité. Un seul modèle, à 
savoir Ara h 1, a été adopté. Par contre, il s’est appuyé sur une population d’étude élargie par 
incorporation de 9 sérums issus de la sérothèque du laboratoire, constituée en collaboration 
avec le Dr E. Paty (sur fond orange dans le tableau 26), et de 12 sérums de patients 
allergiques à l’arachide collectés préalablement dans le cadre du programme Allergest (après 
accord du Dr. Z. Sepfalusi, sur fond gris dans le tableau 26). Ces sérums présentent des 
concentrations en IgE totales comprises entre 23 et 2700 UI/mL et en IgE spécifiques de 
l’EPBA entre 0,4 et 205 UI/mL. Les sérums sélectionnés pour la suite de nos travaux sont 
indiqués en italique dans les tableaux 25 et 26. 
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Tableau 26 : Dosage des IgE totales et spécifiques de l’EPBA dans d’autres sérums de 
patients allergiques à l’arachide 








1691 205 83  181 770 0,4 
1682 35 19  407 51 0,9 
2205 960 86  437 620 135 
2206 1680 24  448 1080 8,4 
2207 230 54  449 510 11 
2208 125 12  488 710 205 
2209 2680 115  497 1045 73 
2303 32 1,3  505 1405 3 
2304 460 140  415 875 5,9 
2305 1795 89     
2306 135 19     
2308 23 11     
Les sérums sur fond gris ont été collectés dans le cadre d’Allergest et ceux sur fond orange 
sont issus de la sérothèque constituée en collaboration avec le Dr E. Paty. 
- : inférieur à la limite de détection (0,1 UI/mL). 
III.2. EFFETS DES TRAITEMENTS THERMIQUES SUR 
L’ALLERGENICITE DE LA GLOBULINE 7S  DE L’ARACHIDE 
(Ara h 1) 
L’effet de traitements thermiques sur l’allergénicité de Ara h 1 a été évalué à l’aide 
des sérums humains préalablement sélectionnés en fonction de leur teneur en IgE spécifiques 
de Ara h 1 - N, ainsi que in vivo sur un modèle animal. Les différentes formes de Ara h 1 
produites (- N, - C et - CG) ont été testées afin d’étudier l’influence d’un chauffage en 
solution, en présence ou non de glucose, ou d’un grillage dans la graine d’arachide sur 
l’allergénicité de Ara h 1. La comparaison de Ara h 1 - CG avec Ara h 1 grillée permettra de 
voir si les changements de l’allergénicité de Ara h 1 dépendent d’interactions et de 
modifications de structure qui se produisent indépendamment ou non de la matrice de la 
graine d’arachide. 
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III.2.1. Evaluation de l’effet de traitements thermiques sur la capacité de 
liaison aux IgE de patients allergiques à l’arachide 
III.2.1.1. Analyse des IgE spécifiques par dosage EAST  
Nous avons tout d’abord comparé la capacité de liaison aux IgE de Ara h 1 - N vs 
modifiée (Ara h 1 - C et - CG) et Ara h 1 grillée en effectuant des EAST avec les allergènes 
natif ou modifiés immobilisés passivement sur plaques de microtitration. Les résultats sont 
présentés ici pour 12 des sérums préalablement sélectionnés et le pool de sérums de 76 
patients allergiques à l’arachide. Les analyses statistiques en utilisant un test de signe et rang 
non paramétrique (test de Wilcoxon) démontrent une diminution significative de la capacité 
de liaison aux IgE de Ara h 1 après chauffage en solution (figure 41). La présence ou non de 
glucose n’a pas d’effet sur cette diminution. Notons que Ara h 1 issue d’arachide grillée 
présente une plus forte capacité de liaison aux IgE que les autres préparations de Ara h 1 
issues d’arachide crue. 
 
Figure 41 : Capacité de liaison aux IgE par EAST sur des plaques revêtues de Ara h 1 –
 N (naturelle), - C (chauffée) et - CG (chauffée en présence de glucose) ou de Ara h 1 
grillée 
a, b et c indiquent des différences de résultats entre les EAST par le test de signe et rang de 
Wilcoxon (p<0,001). 
 
Ces premiers résultats suggèrent que l’immunoréactivité de Ara h 1 est modifiée par le 
chauffage. Cependant, l’efficacité de l’immobilisation des protéines peut différer selon les 
protéines. L’adsorption des protéines peut de plus induire des changements de structure des 
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allergènes adsorbés et entraîner des biais sur la capacité de liaison aux IgE. Nous avons donc 
effectué des études complémentaires par des tests d’inhibition. 
III.2.1.2. Analyse par test d’inhibition en capture d’IgE 
Le format adopté pour les inhibitions repose sur la capture des IgE. Dans ce format et 
selon les conditions utilisées, la compétition ne sera pas influencée par les IgG spécifiques 
présentes dans les sérums, et la sensibilité s’en trouvera améliorée. Dans un premier temps, 
les dilutions optimales des sérums pour réaliser les tests d’inhibition ont été déterminées. 
III.2.1.2.a. Détection des IgE spécifiques de Ara h 1 - N en capture d’IgE 
Les résultats des tests en capture d’IgE avec un traceur Ara h 1 - N couplé à la G4 sont 
montrés pour différentes dilutions des 26 sérums préalablement sélectionnés, ainsi que pour le 
pool des 76 sérums de patients allergiques à l’arachide (figure 42). Tous les sérums testés 
montrent une réponse IgE significative lors de l’utilisation du traceur Ara h 1 - N. Des 
signaux faibles sont observés pour 5 sérums (21N, 22A, 53A, 57A, 2303), tandis que la 
majorité des sérums présentent des signaux supérieurs à 1000 mA, y compris pour certains à 
des dilutions au 1/20. 
 
Figure 42 : Détection des IgE spécifiques de Ara h 1 - N en capture d’IgE effectuée avec 
les sérums de patients allergiques à l’arachide dilués au 1/4, 1/20 et 1/100. 
 
Six sérums collectés dans le cadre d’Europrevall (2A, 52A, 54A, 55A, 56A et 58A), 
les 4 sérums collectés à l’hôpital Necker, 9 sérums collectés lors du programme Allergest 
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(1691, 1682, 2205, 2207, 2209, 2304, 2305, 2306 et 2308) et le pool de 76 sérums de patients 
allergiques à l’arachide ont des signaux particulièrement forts, permettant de réaliser les tests 
de compétition. 
III.2.1.2.b. Tests de compétitions de Ara h 1 - N vs Ara h 1 - C et - CG en 
capture d’IgE 
Les 19 sérums individuels sélectionnés ainsi que le pool de sérums de patients 
allergiques à l’arachide ont ainsi été utilisés dans les tests de compétition. Les IgE sériques 
sont capturées sur une plaque revêtue par un anticorps anti-IgE humaines (clone LE27), en 
utilisant les dilutions optimales déterminées pour chaque sérum lors de l’expérience 
précédente. Des gammes de concentration des allergènes Ara h 1 - N, - C,  - CG ou grillée 
sont ensuite incubés en même temps que le traceur Ara h 1 - N couplé à la G4. A titre 
d’exemple, les courbes d’inhibitions obtenues avec le pool de sérums de 76 patients 
allergiques à l’arachide, un sérum collecté dans le cadre d’Europrevall (56A) et un sérum 
provenant de l’hôpital Necker (n°488) sont représentées figure 43. 
 
Figure 43 : Courbes d’inhibition de la liaison des IgE spécifiques au traceur Ara h 1 - N 
- G4, obtenues pour le pool de 76 sérums et 2 sérums individuels (56A et n°488) de 
patients allergiques à l’arachide. 
 
Pour ces 3 exemples, l’inhibition de la liaison IgE au traceur Ara h 1 - N est plus 
difficile avec les formes traitées de Ara h 1 qu’avec la forme native. Par contre, l’inhibition 
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est plus aisée avec Ara h 1 grillée qu’avec Ara h 1 native. Toutefois, pour le seul sérum 56A, 
les courbes d’inhibition par Ara h 1 - N et Ara h 1 grillée sont identiques. Des courbes 
d’inhibition ont été obtenues pour tous les sérums sélectionnés, et les valeurs d’IC50 ont été 
calculées pour tous les sérums et tous les allergènes considérés. Le tableau 27 regroupe 
l’ensemble de ces données. 
Tableau 27 : IC50 (µg/mL) obtenues en test de capture d‘IgE avec Ara h 1 - N, - C et - 
CG et Ara h 1 grillée en compétiteurs. 
IC50 (µg/mL) contre le traceur Ara h 1 - N - G4 Sérums Ara h 1 - N Ara h 1 - C Ara h 1 - CG Ara h 1 grillée 
2A 0,09 0,05 0,2 0,02 
52A 0,03 0,2 1,2 0,02 
54A 0,08 1,7 26 0,05 
55A 0,02 0,2 1,1 0,02 
56A 0,02 0,3 1,2 0,02 
58A 0,08 1,3 12 0,04 
437 0,3 0,2 0,6 0,05 
449 8 23 38 0,08 
488 1 4 8 0,01 
497 0,2 1 3 0,05 
1691 0,2 0,1 0,5 0,19 
1682 0,7 1,6 2,9 0,03 
2205 0,06 0,05 0,2 0,07 
2207 0,8 1,6 2,4 0,01 
2209 0,08 0,2 0,8 0,03 
2304 0,2 1,4 6,4 0,05 
2305 0,07 0,2 0,1 0,01 
2306 0,03 0,04 0,1 0,01 
2308 0,01 0,01 0,07 0,03 
pool de 76 sérums 1,1 2,3 5,7 0,07 
 
L’Ara h 1 grillée a une immunoréactivité identique ou plus forte que Ara h 1 - N 
(issue d’arachide crue) : pour certains sérums, notamment les sérums français, il faut jusqu’à 
100 fois moins de Ara h 1 grillée que de Ara h 1 - N pour inhiber 50% des liaisons des IgE à 
Ara h 1 - N. 
Pour 6 des sérums testés (sérums 2A, 437, 1691, 2205, 2306 et 2308), 
l’immunoréactivité de Ara h 1 est inchangée après chauffage en solution. Pour les 13 autres 
sérums et le pool de 76 sérums, elle est diminuée après ce traitement : 2 à 20 fois plus de 
Ara h 1 - C que de Ara h 1 - N sont nécessaires pour inhiber 50% des liaisons de l’Ara h 1 - N 
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aux IgE. La présence de glucose pendant le chauffage entraîne une perte encore plus forte de 
l’immunoréactivité de Ara h 1 : pour tous les sérums, il faut jusqu’à 15 fois plus de 
Ara h 1 - CG que de Ara h 1 - C pour inhiber 50% des liaisons des IgE au traceur Ara h 1 - N. 
Des tests de type compétitifs ont également été réalisés en étudiant l’inhibition de la 
liaison des IgE à un traceur Ara h 1 grillée. Dans ce cas de figure, nous avons observé que la 
liaison des IgE au traceur Ara h 1 - grillée est difficile à déplacer par les protéines Ara h 1 
issue d’arachide crue (- N, - C ou - CG). Par contre, l’Ara h 1 grillée a montré des inhibitions 
avec des valeurs d’IC50 comprises entre 10 et 100 ng/mL (non montré). Dans le cas où les 
inhibitions ont été significatives, on obtient le même ordre d’immunoréactivité qu’observé 
précédemment : Ara h 1 grillée est plus immunoréactive que Ara h 1 - N, tandis que le 
chauffage de Ara h 1 en solution entraîne une perte de son immunoréactivité non compensée 
par l’addition de glucose lors du traitement. 
 
Ces résultats obtenus par inhibition en capture d’IgE confirment ceux obtenus par 
EAST direct sur des plaques revêtues par les différentes formes de Ara h 1 - N, - C ou - CG. 
L’ensemble des résultats démontre la perte d’immunoréactivité après chauffage en solution à 
100°C. La présence de glucose pendant le chauffage entraîne une diminution encore plus forte 
de l’immunoréactivité de Ara h 1 pour la majorité des sérums. Il est à noter que, au cours du 
programme Allergest, il avait été montré que Ara h 1 issue d’arachide grillée était plus 
immunoréactive que Ara h 1 issue d’arachide crue ou bouillie. Nous retrouvons ici ces 
différences entre l’Ara h 1 grillée et Ara h 1 - N. 
III.2.2. Effet des traitements thermiques sur la capacité de dégranulation 
de cellules effectrices sensibilisées par les IgE de patients 
allergiques 
Nous avons ensuite cherché à savoir si la perte d’immunoréactivité de Ara h 1 
observée après chauffage se traduisait par une diminution du potentiel de dégranulation de cet 
allergène. L’effet du chauffage en présence ou non de glucose et du grillage dans la graine 
d’arachide sur le potentiel de dégranulation de Ara h 1 a ainsi été étudié dans le test de 
dégranulation mastocytaire développé au cours de ma thèse. Les sérums qui ont été utilisés 
pour sensibiliser les cellules sont 5 sérums collectés lors du programme Allergest (sérums 
Seconde partie : Effet de traitements thermiques sur l’allergenicité de la globuline 7S 
de l’arachide (Ara h 1) 
 
 212
2205, 2207, 2209, 2304, 2305) et le pool de 76 sérums de patients allergiques à l’arachide. A 
titre d’exemple, les courbes de dégranulation obtenues pour le sérum 2305 et le pool de 76 
sera de patients allergiques à l’arachide sont représentés figure 44. 
 
 
Figure 44  : Dégranulation de cellules RBL SX-38 sensibilisées par le sérum 2305 (A) et 
le pool de 76 sérums de patients allergiques à l’arachide (B), puis activées par les 
différentes préparations de Ara h 1 (- N, - C, - CG ou grillée). 
 
Des dégranulations significatives sont induites par les différentes préparations de 
Ara h 1. Les résultats des dégranulations obtenues pour tous les sérums testés, puis activées 
par Ara h 1 - N, - C, - CG et grillée sont exprimés par les deux paramètres MaxD et EC50 
dont les valeurs sont regroupées dans le tableau 28. 
Tableau 28 : Modélisation (valeurs de MaxD et EC50) des dégranulations de cellules 
RBL SX-38 induites par Ara h 1 - N, - C, - CG ou grillée 

















2205 23 170 18 25 20 195 57 0,6 
2207 10 11 13 41 22 18000 61 2,6 
2209 26 4 24 183 23 12000 37 2,8 
2304 80 0,7 71 <0,5 73 103 104 0,6 
2305 32 4,5 34 13 32 480 55 6 
pool 42 35 44 20 65 11000 72 3 
Les MaxD sont exprimés en pourcentage de la dégranulation de référence obtenue avec 
l’anticorps anti-IgE humaines. Les EC50 sont exprimées en ng/mL. 
 
Ara h 1 - N, - C et - CG n’induisent pas, pour chaque sérum de fortes différences dans 
l’intensité des maxima de dégranulation. Pour tous les sérums, l’Ara h 1 grillée induit des 
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intensités de dégranulation plus fortes que celles obtenues avec les autres  formes de Ara h 1. 
Nous avons montré dans la première partie que, pour les allergènes de l’arachide, l’intensité 
de la dégranulation était corrélée au taux d’IgE spécifiques vs IgE totales dans les sérums 
(paragraphe III.2.2.2.a). Les différences d’intensités de dégranulation observées reflètent donc 
une meilleure sensibilisation des sérums à Ara h 1 grillée comparée à Ara h 1 - N, - C ou - 
CG, ce que nous avions constaté lors du dosage en IgE spécifiques dans les sérums par EAST 
(paragraphe III.2.1.1). 
Au sein d’un sérum, les doses d’EC50 estimées pour les différentes formes de Ara h 1 
présentent de fortes disparités. La dégranulation est initiée par des doses beaucoup plus 
faibles de Ara h 1 grillée que de Ara h 1 crue. Cette observation est particulièrement 
significative après comparaison des EC50 pour certains sérums. Ainsi pour 3 sérums, il faut 4 
à 280 fois plus de Ara h 1 crue que de Ara h 1 grillée pour atteindre l’EC50. Pour les 3 autres 
sérums, les EC50 sont équivalentes pour Ara h 1 - N et Ara h 1 grillée. 
Les valeurs d’EC50 pour Ara h 1 - C sont plus fortes que celles observées pour 
Ara h 1 - N pour 3 sérums (2207, 2209 et 2305) avec des différences d’un facteur 3 à 45. Pour 
les autres sérums, les EC50 sont équivalentes sauf pour le sérum 2205. Les valeurs d’EC50 
les plus fortes sont observées avec Ara h 1 - CG pour tous les sérums, avec des différences 
par rapport à Ara h 1 - C d’un facteur 8 à 550. 
Notons que pour les sérums considérés individuellement, les données obtenues dans ce 
test cellulaire ne sont pas corrélées avec celles obtenues dans les tests de capacité de liaison 
aux IgE des mêmes patients (tableau 27). 
 
Nous observons que Ara h 1 grillée a un meilleur potentiel de dégranulation que 
Ara h 1 - N dans ce test cellulaire de déclenchement de la réaction allergique. Le chauffage 
seul de Ara h 1 n’entraîne pas forcément une diminution de son potentiel de dégranulation, 
par contre le chauffage en présence de glucose entraîne une importante diminution de ce 
potentiel. 
 
Pour la majorité des patients impliqués dans notre étude, nous pouvons supposer que 
la sensibilisation est le fait de la consommation d’arachide grillée. Il est donc logique que les 
IgE spécifiques anti-Ara h 1 reconnaissent préférentiellement Ara h 1 grillée vs Ara h 1 - N. 
Cependant, le chauffage en solution avec ou sans glucose n’améliore pas la reconnaissance de 
Ara h 1 - N, au contraire elle la diminue. Ces observations laissent donc supposer que les 
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changements structuraux de Ara h 1 diffèrent lors du traitement thermique dans la graine vs 
en solution, conduisant aux différences d’allergénicité observées. Ces points vont être étudiés 
plus finement grâce à l’utilisation du modèle animal de déclenchement de la réaction 
allergique chez la souris. 
III.2.3. Effet des traitements thermiques sur le potentiel de 
déclenchement de la réaction allergique chez des souris 
sensibilisées expérimentalement 
La capacité de déclenchement de la réaction allergique a été évaluée in vivo, dans un 
modèle de souris BALB/c décrit par Adel-Patient et coll. [261]. 
Le but de ce modèle animal est de discriminer l’activité biologique (c’est-à-dire le 
potentiel de déclenchement) de l’Ara h 1 - N vs Ara h 1 modifié (- C et - CG). Pour cela, les 
souris ont été sensibilisées soit par Ara h 1 - N adsorbé sur de l’alum, soit émulsionné en AIF. 
Ces différents adjuvants entraînent la production d’IgE spécifiques reconnaissant 
respectivement une protéine native ou dénaturée [261]. La sensibilisation avec ces deux 
adjuvants s’avère donc pertinente pour déterminer l’importance de la structure de Ara h 1 sur 
son potentiel de déclenchement de la réaction allergique. 
III.2.3.1. Evaluation de la sensibilisation des souris 
III.2.3.1.a. Dosages des IgE, IgG1 et IgG2a induites 
L’induction des IgE, IgG1 et IgG2a spécifiques de l’Ara h 1 a été évaluée par EAST 
sur des plaques revêtues par Ara h 1 - N à partir des sérums collectés avant la provocation. 
Les souris ont été au préalable réparties de façon aléatoire en différents lots de provocation. 
Le dosage des anticorps spécifiques permettra donc de confirmer la sensibilisation des souris, 
et de s’assurer que les sensibilisations sont homogènes entre ces différents lots. 
Comme démontré figure 45, des IgE spécifiques de Ara h 1 ont été induites 
significativement et de façon équivalente chez les souris sensibilisées en AIF ou en alum. 
Aucune différence entre les différents lots de provocation n’a pu être mise en évidence, 
démontrant l’homogénéité des lots constitués (non montré). 
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Figure 45 : Dosage des IgE spécifiques de Ara h 1 - N des souris sensibilisées en AIF et 
en alum 
a indique une différence significative avec les autres groupes (p<0,05 par analyse de variance 
et test de Tukey). 
 
Des IgG1 spécifiques de Ara h 1 - N ont également été fortement induites chez les 
souris sensibilisées en alum, et plus modérément chez les souris sensibilisées en AIF (figure 
46), confirmant la sensibilisation des souris. Des IgG2a spécifiques de Ara h 1 - N ont été 
également induites, de façon équivalente chez les souris sensibilisées en AIF ou en alum, 
démontrant l’induction conjointe d’une réponse Th1. Précisons que les dosages des IgG1 et 
les IgG2a sont réalisés respectivement au 1/100000 et 1/1000, démontrant l’induction 
préférentielle d’IgG1.  
 
Figure 46 : Dosage des IgG1 (A, sérums dilués au 1/100000) et IgG2a (B, sérums dilués 
au 1/1000) spécifiques de Ara h 1 - N des souris sensibilisées en AIF et en alum 
(a et b indiquent des différences significatives avec les autres groupes (p<0,05 Anova et test 
de Tukey)). 
 
Des IgE et IgG1 spécifiques de Ara h 1 - N sont donc induites après immunisation en 
alum ou en AIF, démontrant l’efficacité de la sensibilisation expérimentale chez ces souris. 
Les IgG2a reflètent l’induction concomitante d’une réponse Th1, ce qui est fréquemment 
décrit lors de ce type d’immunisation. 
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Cependant, différents biais peuvent intervenir dans ce type de dosage. Outre les 
modifications déjà évoquées induites par immobilisation de la protéine, la présence de fortes 
concentrations d’IgG1 spécifiques dans les sérums peut empêcher la fixation des IgE sur la 
phase solide et leur détection. Les interférences avec les IgG peuvent donc entraîner une sous-
estimation des concentrations en IgE par compétition lors de la liaison à l’allergène 
immobilisé [399]. Les IgE spécifiques de Ara h 1 - N ont donc été dosées également en 
capture des IgE, permettant de s’affranchir de ces phénomènes, ainsi qu’en EAST à l’aide 
sérums de souris préalablement déplétés en IgG par passage sur protéine G. Ces différents 
tests ont permis de confirmer qu’il n’y avait pas de différence entre les différents groupes 
considérés (non montré). 
III.2.3.1.b. Dosages des cytokines Th1/Th2 sécrétées ex vivo 
La sensibilisation des souris a été confirmée par le dosage des cytokines Th1/Th2 
sécrétées par les splénocytes réactivés par Ara h 1 - N (l’allergène sensibilisant) ou par 
Ara h 1 - C et - CG. La réactivation a également été effectuée avec du PBS ou une protéine 
contrôle (ovalbumine) comme témoins négatifs, et la Concanavaline A comme témoin positif. 
Comme montré figure 47, la ré-stimulation par Ara h 1 - N des splénocytes des souris 
sensibilisées en AIF ou en alum a induit la sécrétion des cytokines spécifiques de la 
prolifération lymphocytaires (IL-2), et de cytokines Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 et GM-CSF), 
comparé aux splénocytes des souris naïves. Les cytokines Th1 telles que l’IL-12 (non montré) 
et l’IFN-γ ont également été détectées, confirmant une légère induction concomitante de 
cellules Th1. D’une façon générale, les sécrétions de cytokines Th2 ont été légèrement plus 
élevées, et celles de cytokines Th1 légèrement plus faibles, pour les souris sensibilisées en 
alum comparé aux souris sensibilisées en AIF.  
La ré-stimulation par Ara h 1 - C  et - CG a donné des sécrétions de cytokines 
équivalentes et toutes deux inférieures à celles observées pour Ara h 1 - N. 
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Figure 47 : Dosage des cytokines Th1/Th2 dans les surnageants des splénocytes réactivés 
de souris sensibilisées par Ara h 1 - N an AIF ou en alum ou de souris naïves. 
 
III.2.3.2. Etude de la capacité de liaison des IgE spécifiques induites à Ara h 1 
naturelle et modifiée 
Dans un premier temps, afin d’évaluer la réactivité des IgE envers l’Ara h 1 - N, - C et 
- CG, et pour faire le parallèle avec les observations chez l’homme, des EAST ont été réalisés 
sur plaques revêtues de Ara h 1 - N, - C, ou - CG (figure 48).  
Il est intéressant de noter que les IgE spécifiques induites suite à une sensibilisation 
par Ara h 1 - N reconnaissent également Ara h 1 - C et - CG. Cette reconnaissance semble 
équivalente à celle des IgE spécifiques de Ara h 1 - N quelque soit l’adjuvant considéré. 
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Figure 48 : IgE spécifiques de Ara h 1 - N, Ara h 1 - C et Ara h 1 - CG dans les sérums 
de souris sensibilisées par Ara h 1 - N en AIF ou en alum évaluées par EAST 
(a indique des différences significatives avec les autres groupes (p<0,01 par Anova et test de 
Tukey)). 
 
Dans un second temps, des pools de sérums ont été réalisés pour chaque lot de 
sensibilisation, puis incubés sur plaques revêtues par un anti-IgE de souris (format capture 
d’IgE). Une compétition est alors réalisée entre un traceur Ara h 1- N - G4 et les différentes 
protéines issues d’arachide crue (Ara h 1 - N, - C, - CG) ou d’arachide grillée (Ara h 1 grillée) 
(figure 49). 
 
Figure 49 : Courbes d’inhibition de la liaison des IgE au traceur Ara h 1 - N - G4, 
obtenues pour les pools de sérums de souris sensibilisées par Ara h 1 - N en AIF ou en 
alum. 
 
Les courbes d’inhibition obtenues et les valeurs d’IC50 calculées (tableau 29) 
montrent que le chauffage de Ara h 1 - N en solution entraîne une perte de son 
immunoréactivité chez les souris immunisées en AIF comme en alum : il faut 5 fois plus de 
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Ara h 1 - C que de Ara h 1 - N pour inhiber la liaison des IgE murines au traceur Ara h 1 - N - 
G4. Le chauffage de Ara h 1 en présence de glucose semble renforcer cette perte 
d’immunoréactivité, les valeurs d’IC50 étant supérieures à 50 µg/mL avec Ara h 1 - CG en 
compétiteur. Ces tests montrent également que Ara h 1 grillée est plus immunoréactive que 
Ara h 1 - N (30 fois plus pour les souris immunisées en alum et 110 fois plus pour les souris 
immunisées en AIF) en dépit d’une sensibilisation à Ara h 1 - N. 
Tableau 29 : IC50 (µg/mL) obtenues en test de capture d’IgE avec Ara h 1 - N, - C et - 
CG et Ara h 1 grillée en compétiteurs pour les pools de sérums de souris immunisées par 
Ara h 1 - N en AIF et en alum. 
IC50 (µg/mL) contre le traceur Ara h 1 - N - G4 Immunisation 
des souris par 
Ara h 1 - N 
Ara h 1 
- N 
Ara h 1 
- C 
Ara h 1 
- CG 
Ara h 1 
grillée 
en AIF 12 > 50 > 50 0,1 
en alum 8 45 > 50 0,3 
 
Ainsi, de façon intéressante, les souris immunisées par voie intra-péritonéale en alum 
ou en AIF par Ara h 1 - N produisent des IgE de spécificités aux différentes formes de Ara h 1 
proches de celles observées chez les IgE de patients allergiques à l’arachide. 
III.2.3.3. Tests de déclenchement in vitro à l’aide de sérums de souris 
sensibilisées expérimentalement 
Des tests de dégranulation sur cellules RBL 2H3 (mastocytes de rat) ont été réalisés 
afin d’étudier le potentiel de dégranulation des différentes préparations de Ara h 1 à l’aide des 
IgE des sérums de souris sensibilisées par Ara h 1 - N en Alum ou en AIF (figure 50). 
 
Figure 50 : Dégranulation de cellules RBL 2H3 sensibilisées par le pool de sérums de 
souris immunisées par Ara h 1 - N en AIF (à gauche) et  en alum (à droite), puis activées 
par les différentes préparations de Ara h 1 (- N, - C, - CG ou grillée). 
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Les courbes de dégranulation et les valeurs d’IC50 (tableau 30) obtenues montrent 
que, globalement, les intensités de dégranulations sont plus importantes pour les IgE de souris 
sensibilisées en AIF. Pour les IgE induites par la sensibilisation en AIF, Ara h 1 - N et Ara h 1 
grillée montrent un potentiel de dégranulation similaire. L’Ara h 1 - grillée induit des 
dégranulations d’une intensité plus faible que Ara h 1 - N lors de l’utilisation des sérums de 
de souris sensibilisées en alum. Dans ce test de déclenchement de la réaction allergique in 
vitro, quelque soit les sérums utilisés pour sensibiliser les cellules, le chauffage en solution 
entraîne clairement une diminution du potentiel de dégranulation de Ara h 1 qui est accentuée 
par la présence de glucose (tableau 30). 
Tableau 30 : Modélisation (valeurs de MaxD et EC50) des dégranulations de cellules 
RBL 2H3 induites par Ara h 1 - N, - C, - CG ou grillée 
Ara h 1 - N Ara h 1 - C Ara h 1 - CG Ara h 1 grillée pool de souris 
sensibilisées 

















en AIF 68 < 0,1 71 195 41 2130 62 < 0,1 
en alum 45 7,5 35 470 12 6280 29 1,8 
Les MaxD sont exprimés en pourcentage de la dégranulation de référence obtenue avec 
l’anticorps anti-IgE murines. Les EC50 sont exprimées en ng/mL. 
 
Les valeurs d’EC50 obtenues dans ce test cellulaire de dégranulation de mastocytes 
pour des souris sensibilisées expérimentalement montrent des résultats légèrement différents 
de ceux obtenus à l’aide des sérums humains (paragraphe III.2.2). Les activations par 
Ara h 1 - N et Ara h 1 grillée sont équivalentes pour les sérums de souris alors que Ara h 1 
grillée induisait des dégranulations pour des doses plus faibles que Ara h 1 - N pour les 
sérums humains. Les dégranulations par Ara h 1 - C ont un potentiel de dégranulation plus 
faible que Ara h 1 - N pour les sérums des souris sensibilisées expérimentalement alors que 
pour les sérums humains, leur potentiel de dégranulation est souvent similaire. Par contre, 
pour les sérums humains comme pour les sérums de souris sensibilisées expérimentalement, 
Ara h 1 - CG a un potentiel de dégranulation très réduit comparé aux autres préparations de 
Ara h 1. 
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III.2.3.4. Induction du déclenchement de la réaction allergique in vivo 
III.2.3.4.a. Analyse des marqueurs précoces de la réaction allergique 
Les LTC4, LTE4 et PGD2 ont été dosés dans les LBA collectés 10 min après un test 
de provocation i.t. des souris sensibilisées par Ara h 1 - N, - C ou - CG, ou avec la solution 
saline (contrôle négatif). Les souris naïves provoquées par Ara h 1 (quelles que soient les 
modifications) n’ont pas démontré de libération de médiateur significative (non montré), tout 
comme les souris naïves et non provoquées (figure 51). Aucune production de PGD2 n’est 
induite chez les souris, quel que soit le mode de sensibilisation et l’allergène utilisé pour la 
provocation. A l’inverse, l’Ara h 1 - N induit une production significative de LTC4 et de 
LTE4, à la fois chez les souris sensibilisées en AIF et en alum, en comparaison avec les souris 
des autres groupes (figure 51). Il est intéressant de noter que les libérations de leucotriènes 
sont significativement plus fortes chez les souris immunisées en alum comparées à celles 
obtenues chez les souris immunisées en AIF. Si l’on considère la sensibilisation en AIF, ni 
Ara h 1 - C, ni Ara h 1 - CG ne sont capables d’induire une production significative de 
leucotriènes. A l’opposé, Ara h 1 - CG (mais pas Ara h 1 - C) induit une production 
significative de leucotriènes chez les souris sensibilisées en alum, comparé aux souris 
provoquées par la solution saline ou aux souris naïves. 
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Figure 51 : Production de leucotriènes LTC4 (A) et LTE4 (B) dans les LBA des souris 
immunisées par Ara h 1 - N en AIF ou en alum  
(a et b indiquent des différences significatives avec les autres groupes (p<0,05 par Anova et 
test de Tukey) et * indique une différence avec les groupes témoins (provocation avec la 
solution saline et souris naïves) par test t (p<0,05)). 
 
III.2.3.4.b. Analyse des marqueurs de la réaction tardive 
Les cytokines Th1/Th2 ont été dosées dans les LBA collectés 24 h après un test de 
provocation i.n. des souris sensibilisées par Ara h 1 - N en AIF ou en alum. Aucune sécrétion 
significative de cytokine n’a pu être détectée chez les souris naïves provoquées avec les 
différentes solutions (Ara h 1 - N, - C, - CG et la solution saline) (non montré). L’IFN-γ et le 
TNF-α n’ont pas été détectés dans les LBA des souris immunisées en AIF ou en alum et 
provoquées par les différentes solutions (non montré). Les résultats concernant l’IL-2, l’IL-4, 
l’IL-5, l’IL-10, l’IL-12 et le GM-CSF sont rapportés figure 52. 
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Figure 52 : Production de cytokines 24 h après la provocation i.n. de souris sensibilisées 
par Ara h 1 - N en AIF ou en alum ou chez des souris naïves 
(a, b et c indiquent des différences significatives avec les autres groupes (p<0,05 par Anova et 
test de Tukey) et * indique une différence avec les groupes témoins (provocation avec la 
solution saline et souris naïves) par test t (p<0,05)). 
 
Chez les souris immunisées par Ara h 1 - N en AIF ou en alum et provoquées par 
Ara h 1 - N, l’IL-12 a été sécrétée de façon équivalente. A l’inverse, les productions locales 
d’IL-2, d’IL-4, d’IL-5, d’IL-10 et de GM-CSF ont été significativement plus élevées chez les 
souris sensibilisées en alum que chez les souris sensibilisées en AIF. 
Les différences de production de cytokines dans les LBA ont été également analysées 
selon l’adjuvant utilisé pour la sensibilisation des souris. Pour l’AIF, nous observons une 
sécrétion équivalente d’IL-2, d’IL-5 et de GM-CSF après les provocations par Ara h 1 - N, - 
C et - CG, sécrétions qui sont significativement différentes de celles observées pour les souris 
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témoin (souris sensibilisées et provoquées par la solution saline et souris naïves). A l’inverse, 
la sécrétion d’IL-4 est significativement plus forte pour les souris provoquées par Ara h 1 -N 
que par les souris provoquées par Ara h 1 - C et - CG, même si la sécrétion d’IL-4 reste 
significative pour Ara h 1 - C et - CG. Enfin, les sécrétions d’IL-10 et d’IL-12 ne sont 
significatives qu’après la provocation par Ara h 1 - N. Les observations sont différentes chez 
les souris sensibilisées par Ara h 1 - N en alum. L’IL-2 a été significativement induite et de 
façon équivalente après les provocations par Ara h 1 - C et - CG. Cette sécrétion a cependant 
été plus faible comparée à celle observée après la provocation par Ara h 1 - N. Pour les autres 
cytokines, les sécrétions observées suite aux provocations par Ara h 1 - C et - CG  ont été 
significativement plus faibles que celles observées pour Ara h 1 - N. Des différences peuvent 
être observées entre les provocations par Ara h 1 - C et - CG concernant les sécrétions d’IL-4, 
d’IL-5, d’IL-10, d’IL-12 et de GM-CSF, pour lesquelles Ara h 1 - CG est plus réactif. 
 
Nous avons ensuite analysé l’influx d’éosinophiles et de neutrophiles dans les LBA 
collectés 24 h après la provocation par les différentes formes de Ara h 1, ces influx étant des 
marqueurs de la phase tardive de la réaction allergique, corrélant avec la sécrétion de 
cytokines de type Th2 [261] (figure 53). 
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Figure 53 : Nombre de cellules totales, d’éosinophiles, de neutrophiles, de lymphocytes 
et de macrophages dans les LBA des souris sensibilisées avec Ara h 1 - N en AIF ou en 
alum et provoquées par l’Ara h 1 -N, - C, - CG ou une solution saline  
(a indique une différence significative avec les autres groupes (p< 0,05 par Anova et test de 
Tukey) et * et ** indiquent des différences des groupes entre eux et avec les groupes témoins 
(provocation avec la solution saline et souris naïves) par test t (p<0,05)). 
 
Après provocation par Ara h 1 - N, le nombre total de cellules est significativement 
augmenté dans les deux lots de sensibilisation. Cette augmentation est néanmoins plus intense 
chez les souris sensibilisées en alum. Cette augmentation est la résultante d’un influx 
d’éosinophiles et de neutrophiles, influx significativement plus important chez les souris 
sensibilisées en alum que chez les souris sensibilisées en AIF. Chez les souris sensibilisées en 
AIF provoquées par Ara h 1 - C et - CG, les influx d’éosinophiles et de neutrophiles sont 
diminués par rapport à ce qui est observé après la provocation par Ara h 1 - N, voire non 
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significatifs comparés aux témoins négatifs. Chez les souris sensibilisées en alum, les 
nombres d’éosinophiles et de neutrophiles dans les LBA démontrent un influx important de 
ces types cellulaires après provocation par Ara h 1 - CG, mais pas après provocation par 
Ara h 1 - C. 
Le nombre de lymphocytes est par ailleurs significativement augmenté suite au test de 
provocation par Ara h 1 - N chez les souris sensibilisées en alum. Le nombre de macrophages 
est également fortement augmenté chez ces souris, ainsi que suite à la provocation par 
Ara h 1 - CG. 
III.2.3.5. Conclusions 
L’utilisation des deux adjuvants AIF et alum pour l’immunisation par Ara h 1 a 
conduit à une sensibilisation équivalente des souris, tant au point de vue de la production 
d’IgE (et d’IgG1) spécifiques de Ara h 1- N que de la production de cytokines Th2. 
L’analyse de la spécificité des IgE induites dans les deux lots de souris a permis de 
montrer que le chauffage de Ara h 1 en solution entraîne une perte de son immunoréactivité. 
Cette perte d’immunoréactivité est encore plus importante quand le chauffage est réalisé en 
présence de glucose. Cependant, dans les deux lots de souris sensibilisées, la réactivité des 
IgE est plus forte envers Ara h 1 issue d’arachide grillée, corroborant les tests de liaison avec 
les IgE humaines. Ainsi, les spécificités des IgE de souris et celles des IgE humaines sont 
similaires malgré des voies et des modes de sensibilisations différents. 
Par ailleurs, les tests de dégranulation sur les cellules RBL 2H3 sensibilisées par les 
IgE de souris montrent une fonctionnalité équivalente de Ara h 1 - N et Ara h 1 grillée, tandis 
que le potentiel de dégranulation est fortement diminué après chauffage en solution, en 
présence ou non de glucose. Dans les tests cellulaires sur cellules RBL SX-38 avec des 
sérums humains, nous avons observé que le potentiel de dégranulation de Ara h 1 - C  est 
identique ou légèrement inférieur à celui de Ara h 1 - N. Après chauffage en présence de 
glucose, ce potentiel est, comme chez la souris, très fortement diminué.  
Les résultats de déclenchement in vitro obtenus avec la souris sont donc comparables 
à ceux observés après utilisation d’IgE humaines dans le modèle cellulaire RBL SX-38 pour 
Ara h 1 - N et Ara h 1 - CG. 
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L’étude de la phase de déclenchement de la réaction allergique, avec le modèle souris 
révèle une forte diminution du potentiel de déclenchement par Ara h 1 après chauffage de 
l’allergène en solution. A l’inverse de ce qui est observé pour la réactivité des IgE (tests de 
liaison des IgE et déclenchement in vitro), il s’avère que la présence de glucose modère 
partiellement cette perte de réactivité biologique, notamment chez les souris sensibilisées en 
alum. L’alum induit la production d’IgE spécifiques d’une forme native de la protéine, tandis 
que l’AIF favorise la production d’IgE spécifiques d’une forme dénaturée de Ara h 1. Nos 
résultats suggèrent donc que le chauffage de Ara h 1 en solution seule entraîne une 
dénaturation de Ara h 1, et par conséquent une perte de sa réactivité in vitro et in vivo dans les 
deux lots de sensibilisation. Par contre, la présence de glucose pourrait protéger Ara h 1 de la 
dénaturation thermique, et par conséquent atténuer la perte de potentiel de déclenchement de 
la réaction allergique. L’importance de la structure partiellement conservée de Ara h 1 - CG 
s’exprime ainsi uniquement chez les souris sensibilisées en alum. Il reste cependant 
surprenant que les souris sensibilisées en AIF développent très peu de réaction allergique 
suite à des tests de provocation par Ara h 1 - C ou - CG, notamment si l’on considère que ces 
protéines sont partiellement dénaturées. La dénaturation par l’émulsion en AIF et par la 
chaleur induirait donc des modifications structurales et la perte ou le masquage d’épitopes. 
Bien que des tests in vivo de déclenchement par Ara h 1 grillée n’aient pas été réalisés chez la 
souris, les tests de liaison aux IgE et de dégranulation in vitro suggèrent une forte réactivité de 
cette protéine, dépendant là encore de sa structure et de sa présentation. 
 
L’ensemble de ces travaux démontre la perte d’immunoréactivité et de fonctionnalité 
biologique de Ara h 1 par un chauffage en solution, en présence ou non de glucose. Cette 
réactivité est très inférieure à celle observée pour Ara h 1 issue d’arachide grillée.  
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IV. CONCLUSIONS ET DISCUSSION 
Le mode de consommation de l’arachide est un élément important dans l’allergénicité 
de cet aliment. Aux Etats-Unis, l’allergie à l’arachide a une prévalence forte alors que c’est 
une allergie assez rare en Chine. La différence de prévalence de l’allergie à l’arachide entre 
les Etats-Unis et la Chine trouverait son explication dans le traitement thermique appliqué 
avant consommation : l’arachide est consommée bouillie ou frite en Chine alors qu’aux Etats-
Unis, elle est consommée grillée à sec [313]. Cette augmentation de l’allergénicité de 
l’arachide serait due à la formation de produits de la réaction de Maillard, ainsi qu’au 
démasquage d’épitopes lors du grillage [282;314]. A l’inverse, le fait de bouillir l’arachide 
conduirait à une moindre allergénicité de la graine du fait de la fuite d’allergènes dans l’eau 
de cuisson et d’une modification de structure des allergènes différente de celle observée lors 
du grillage [315]. La population étudiée lors de nos travaux concerne essentiellement des 
consommateurs français, autrichiens et néerlandais qui consomment l’arachide grillée. 
L’influence des traitements thermiques sur la réactivité de Ara h 1 a été jusqu’à 
maintenant analysée uniquement à partir de tests de liaison aux IgE. Maleki et coll. ont ainsi 
montré que Ara h 1 issue d’arachide grillée a une capacité de liaison aux IgE d’un pool de 
patients allergiques 90 fois supérieure à celle de Ara h 1 issue d’arachide crue [310]. 
Mondoulet et coll. ont également décrit que l’immunoréactivité des IgE des allergènes 
purifiés Ara h 1 issue de l’arachide grillée est plus élevée que celle de Ara h 1 issue de 
l’arachide crue [315]. Nos résultats de tests de liaison aux IgE confirment l’immunoréactivité 
plus forte de Ara h 1 issue d’arachide grillée que de celle de Ara h 1 issue d’arachide crue 
(Ara h 1 - N). 
Maleki et coll. avaient étudié l’allergénicité de Ara h 1 après génération de produits de 
la réaction de Maillard in vitro (chauffage à 55°C pendant 10 jours en présence de différents 
sucres). Après ce traitement, Ara h 1 présente une meilleure capacité de liaison aux IgE d’un 
pool de sérums de patients allergiques à l’arachide, avec une valeur d’IC50 4,4 fois moindre 
que pour Ara h 1 chauffée sans glucose [310]. Nous avons réalisé une expérience similaire en 
chauffant Ara h 1 (pendant 15 min à 100°C) en présence ou non de glucose. Nous avons alors 
observé que le chauffage de Ara h 1 en présence de glucose entraîne une perte importante de 
son immunoréactivité pour tous les sérums testés tandis que le chauffage sans glucose 
entraîne une perte de son immunoréactivité pour les 2/3 des sérums. Pour le tiers restant, son 
Seconde partie : Effet de traitements thermiques sur l’allergenicité de la globuline 7S 
de l’arachide (Ara h 1) 
 
 229
immunoréactivité demeure inchangée. Ces résultats semblent donc en contradiction avec ceux 
de Maleki et coll. Cependant, les protocoles de chauffage utilisés sont différents et ne 
conduisent certainement pas aux mêmes modifications de structure de Ara h 1. Notre 
protocole de chauffage en présence de glucose conduirait notamment à la formation 
d’agrégats, ce qui n’est pas décrit par Maleki et coll. Les caractérisations biochimiques et 
physiques de Ara h 1 - N versus - C et - CG sont en cours de réalisation à l’IFR, et devrait 
permettre d’expliquer ces divergences de résultats. 
 
Nous avons par ailleurs analysé l’effet des traitements thermiques sur la capacité à 
déclencher la réaction allergique sur des cellules RBL SX-38 sensibilisées à l’aide des mêmes 
sérums que ceux utilisés en tests de liaison des IgE. Nous avons alors observé que Ara h 1 
purifiée à partie d’arachide grillée est la plus efficace dans l’induction de la dégranulation in 
vitro. Le potentiel de dégranulation de Ara h 1 chauffée en solution reste inchangé ou est 
légèrement diminué, selon les sérums, comparé à celui de Ara h 1 purifiée à partir d’arachide 
crue. Par contre, ce potentiel est fortement diminué lors du chauffage en présence de glucose. 
Ces résultats corroborent donc les observations obtenues en tests de liaison des IgE. 
Nous avons réalisé des tests de déclenchement in vivo chez la souris 
expérimentalement sensibilisée à Ara h 1 - N. Ces souris produisent des IgE spécifiques qui, 
comme les IgE de patients allergiques, reconnaissent les différentes formes de Ara h 1. Ainsi, 
de façon surprenante, malgré une sensibilisation des souris par Ara h 1 - N en alum 
(favorisant l’induction d’IgE spécifiques de la forme native de la protéine), les IgE produites 
reconnaissent mieux Ara h 1 grillée que Ara h 1 - N. L’allergénicité de Ara h 1 grillée ne 
résulterait donc pas seulement d’une sensibilisation spécifique à Ara h 1 grillée, mais serait 
aussi liée à une meilleure accessibilité des épitopes au sein de Ara h 1 grillée.  
Si l’on considère Ara h 1 - N et Ara h 1 - CG, les tests de dégranulation in vitro sont 
également comparables qu’ils soient réalisés avec des IgE provenant de patients allergiques 
ou des IgE de souris sensibilisées expérimentalement. Par contre, et de façon surprenante, le 
déclenchement in vivo de la réaction allergique chez la souris montre que la présence de 
glucose compense partiellement la perte de réactivité due au chauffage. Un environnement 
glucidique, sans forcément entraîner un couplage chimique, pourrait donc engendrer des 
présentations différentes des épitopes de Ara h 1. 
La forte réactivité de Ara h 1 issue d’arachide grillée et le potentiel de déclenchement 
in vivo de Ara h 1 - CG démontrent clairement l’influence de l’environnement matriciel lors 
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du traitement thermique dans le potentiel déclenchant de Ara h 1. Des études ont démontré 
l’importance de la matrice alimentaire sur l’allergénicité des protéines de l’arachide. Lorsque 
l’arachide est ingérée avec une matrice lipidique, les doses-seuils des DBPCFC sont plus 
élevées. La matrice lipidique rendrait inaccessibles les épitopes des allergènes d’arachide 
et/ou la libération des allergènes serait plus lente et progressive [331]. Il a été également 
suggéré un effet adjuvant de la matrice de la graine de l’arachide dans un modèle animal, les 
allergènes purifiés possédant un pouvoir de stimulation du système immunitaire moindre 
qu’un extrait allergénique total [165]. D’autre part, la matrice alimentaire peut modifier la 
susceptibilité des protéines à la digestion. Celle-ci est ralentie en présence de polysaccharides 
[333]. Dans ce sens, les protéines du lait de vache sont digérées plus lentement quand elles 
sont dans le lait cru que quand elles sont sous forme de protéines purifiées [288]. De plus, il a 
été montré qu’une matrice lipidique et/ou une émulsion augmentent l’absorption 
gastrointestinale de l’allergène de soja Gly m Bd 30k chez des souris [332]. Un allergène 
devant en théorie atteindre le système immunitaire sous une forme immunologiquement 
active, ces facteurs sont importants pour déterminer le potentiel allergénique d’une protéine 
dans un aliment et la matrice alimentaire est donc à prendre en considération dans l’évaluation 
de l’allergénicité. 
 
La complexité de l’évaluation de l’allergénicité des protéines est ici soulignée par des 
résultats parfois divergents entre études in vitro et in vivo. Ils soulignent donc la multiplicité 
des facteurs interagissant entre eux qui conduisent finalement au déclenchement de la réaction 
allergique. Bien que le modèle de déclenchement in vitro développé durant cette thèse ne 
reflète que partiellement un pouvoir déclenchant in vivo, il reste un outil précieux pour étudier 
finement l’effet de modifications structurales des allergènes sur leur capacité de lier et de 
ponter les IgE. 
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 CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
Les travaux effectués durant cette thèse ont permis de développer un modèle cellulaire 
de déclenchement de la réaction allergique. Les différentes applications réalisées démontrent 
que ce modèle est un outil pertinent pour l’étude de la fonctionnalité de l’interaction entre les 
IgE et les allergènes. 
 
Une des ces applications est de pouvoir analyser la fonctionnalité des allergènes 
purifiés, c’est-à-dire leur capacité à induire un pontage des IgE entraînant une dégranulation. 
La fonctionnalité des allergènes purifiés de l’arachide puis des laits de vache et de chèvre a 
ainsi été confirmée. Les résultats obtenus à l’aide du modèle cellulaire viennent en 
complément des études réalisées sur la capacité de liaison des allergènes aux IgE de patients 
allergiques. Le test de dégranulation mastocytaire est désormais utilisé au laboratoire afin de 
caractériser et de valider les extraits protéiques et les protéines purifiées préparés à l’UIAA à 
partir des aliments (Blanc et al., sous presse) (annexe I, pageX). Ce type de test a servi de 
référence pour évaluer l’allergénicité de standards protéiques utilisés dans des tests de 
diagnostic [373]. 
  
Ce test cellulaire nous a également permis d’estimer les différences de potentiel de 
dégranulation des allergènes purifiés de l’arachide et des laits de chèvre et de vache. La 
définition de la dose activatrice (ou EC50, dose d’allergène induisant la moitié de la 
dégranulation maximale) a permis de « classer » ces différents allergènes selon leur potentiel 
de dégranulation. Dans le cas de l’allergie aux laits de vache et de chèvre, la fraction caséine 
entière a un potentiel de dégranulation plus fort que celui de la fraction lactosérum. 
L’hétérogénéité des réponses observées dans notre population ne nous a pas permis de mettre 
en évidence l’importance d’une fraction de caséine particulière, si ce n’est que la caséine κ a 
un plus faible potentiel de déclenchement que les autres caséines. Il est à noter que, pour les 
patients allergiques au lait de chèvre mais tolérant le lait de vache, les caséines bovines 
présentent un potentiel allergénique faible alors que de très faibles quantités de caséines 
caprines suffisent à induire une dégranulation des mastocytes. Ces résultats mériteraient d’être 
complétés par l’étude d’un nombre plus significatif de patients allergiques aux produits 
laitiers de chèvre. 
Dans le cas des patients allergiques à l’arachide, la dégranulation des mastocytes est 
induite à des doses 30 à 50 fois plus faibles par les albumines 2S, Ara h 2 et Ara h 6, que par 
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les allergènes Ara h 1 et Ara h 3. (publication soumise à « Clinical and Experimental 
Allergy » (Annexe II)). 
Les doses déclenchant des dégranulations significatives sont plus faibles pour les 
allergènes de l’arachide que pour ceux des laits de vache ou de chèvre. Ce test très sensible 




Le modèle de dégranulation a également été adapté pour l’analyse de la relation entre 
la structure d’un allergène et son allergénicité 
En effet, Ara h 6 est un allergène modèle pour différentes études menées au sein du 
laboratoire. Elle présente des structures conservées parmi les albumines 2S et stabilisées par 
de nombreux ponts disulfures. Notre test de dégranulation met en évidence une très forte perte 
du potentiel allergénique de Ara h 6 après sa dénaturation chimique par réduction complète 
des ponts disulfures. Ces résultats démontrent que la conformation de Ara h 6 est essentielle à 
son allergénicité. L’identification des structures responsables de cette allergénicité fait 
actuellement appel à une approche de biologie moléculaire, par mutagenèse dirigée. 
Différents mutants de Ara h 6 sont produits afin de réduire progressivement et de façon ciblée 
les différents ponts disulfures responsable de la conformation de cette protéine. La liaison de 
ces formes modifiées de Ara h 6 aux IgE de patients allergiques, ainsi que leurs pouvoirs 
déclenchants respectifs, seront analysés conjointement. A terme, le test de dégranulation 




L’utilisation de ce modèle cellulaire est également pertinente pour analyser l’effet des 
traitements thermiques, de la digestion et de la matrice alimentaire sur l’allergénicité 
des protéines de l’arachide 
La digestion, les traitements thermiques et autres procédés industriels peuvent 
modifier la présence et la structure des protéines dans une matrice alimentaire, et donc avoir 
un impact sur leur allergénicité. A partir d’une population hétérogène de patients allergiques à 
l’arachide, nous avons appliqué notre modèle à l’étude de l’effet de traitements thermiques 
sur l’allergénicité de la globuline 7S de l’arachide, Ara h 1. Nous avons ainsi montré que Ara 
h 1 issue d’arachide grillée présente une immunoréactivité et un potentiel de dégranulation 
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plus important que Ara h 1 issue d’arachide crue. Par contre le chauffage seul de Ara h 1 en 
milieux aqueux n’induit pas, ou peu, de modification de son potentiel de dégranulation. A 
l’inverse, la présence de glucose pendant le chauffage engendre une diminution forte de ce 
potentiel.  
Nous avons complété ces études en étudiant le potentiel de déclenchement de la 
réaction allergique de ces différentes formes de Ara h 1, dans un modèle animal. Ces travaux 
montrent que le chauffage de Ara h 1 en solution entraîne une perte partielle, voire totale, de 
sa réactivité, tandis que la présence de glucose atténue cette perte, probablement en protégeant 
Ara h 1 de la dénaturation thermique En parallèle de nos travaux, d’autres partenaires du 
programme Europrevall étudient l’effet de ces mêmes traitements thermiques sur 
l’allergénicité de Ara h 1 dans d’autres modèles expérimentaux. Le potentiel de 
sensibilisation des allergènes naturels/modifiés est étudié dans un modèle animal de rats BN 
par Stine Kroghsbo et le Dr Charlotte Madsen (National Food Institute, Department of 
Toxicology and Risk Assessment; Danemark). Yvonne Vissers et le Dr Harry Wichers 
étudient l’induction de la polarisation Th1/Th2 des lymphocytes chez les patients dont nous 
avons analysé les sérums (Université de Wageningen, Pays-Bas). Les études de l’effet de ces 
traitements sur l’allergénicité des albumines 2S (Ara h 2 et Ara h 6) doivent également être 
réalisées par les différents partenaires du programme européen. L’effet des digestions 
gastrique et duodénale sur l’allergénicité de Ara h 1 et Ara h 2/6 (naturel versus chauffé) doit 
également être analysé, ainsi que l’effet de l’inclusion des allergènes dans une matrice 
alimentaire.  
La caractérisation des protéines, et notamment des modifications structurales 
engendrées par ces traitements, en cours de réalisation à l’IFR, permettra in fine de mieux 
comprendre la relation entre la structure et l’allergénicité d’une protéine. La confrontation de 
tous les résultats obtenus permettra de proposer une approche intégrative permettant de statuer 
quant à l’effet du chauffage, de la digestion et de l’inclusion dans une matrice alimentaire sur 
l’allergénicité de ces protéines modèles et d’évaluer l’importance relative des différents 
modèles considérés. Plus généralement, elle permettra de proposer de nouvelles stratégies 
pour évaluer l’allergénicité des aliments. 
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  Le modèle cellulaire pourrait par ailleurs permettre une meilleure compréhension 
des mécanismes de l’interaction IgE-allergène et de la dégranulation des mastocytes qui 
en résulte. 
 Les résultats présentés dans cette thèse nous ont amené à considérer de nombreux 
facteurs pouvant intervenir dans la capacité de dégranulation des cellules. Nous n’avons pas 
montré d’influence des complexes IgE-IgG dans les sérums des patients allergiques à 
l’arachide étudiés. Cependant, il nous paraît important de prendre la mesure de l’existence de 
ces complexes dans les sérums. Il serait intéressant de mener des études comparatives sur la 
complexation des IgE dans les sérums de populations différentes : des patients allergiques à 
l’arachide, allergiques aux laits de vache et de chèvre, spécifiquement allergiques au lait de 
chèvre et non allergiques (tolérants). Un suivi longitudinal de patients serait également une 
bonne source d’information pour déterminer le rôle physiologique de ces complexes dans les 
sérums. 
Les doses d’allergènes déclenchant une dégranulation sont très variables entre sérums 
et entre protéines. Nous avons par exemple observé que les allergènes de l’arachide avaient un 
potentiel de dégranulation plus fort que les allergènes des laits de vache et de chèvre. Nous 
avons également observé des différences entre allergènes purifiés d’un même aliment. 
L’ensemble de ces observations n’apparait pas majoritairement lié à une quantité d’IgE 
spécifiques fixées sur les mastocytes. De plus, pour certains patients allergiques, une 
augmentation de la quantité de Ara h 6 engendrerait deux phases consécutives de 
dégranulation dans notre modèle. Un tel phénomène pourrait révéler la mobilisation 
successive de plusieurs populations d’IgE spécifiques d’affinités différentes. L’existence 
d’une réaction croisée entre les albumines 2S de l’arachide nous a amené à penser que les 
sérums présenteraient des IgE spécifiques de Ara h 2 qui auraient une affinité plus faible pour 
Ara h 6. D’une façon générale, l’affinité des IgE spécifiques doit influencer significativement 
les potentiels de dégranulation des différents allergènes testés. Il apparaît donc intéressant de 
développer des modèles d’étude permettant de caractériser l’affinité des IgE envers les 
différents allergènes. Nous sommes conscients que ces développements représentent un 
travail important et difficile à mettre en œuvre, mais nos résultats soulignent leur importance. 
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